Université du Québec
Institut National de la Recherche Scientifique

Institut Armand-Frappier

Etude de la régulation des systémes de communication

intercellulaire chez la bactérie Burkholderia thailandensis

Par

Servane Le Guillouzer

Thése présentée pour 1’obtention

du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.) en biologie

Jury d’évaluation

Président du jury et examinateur interne  Dr. Charles Dozois (INRS-IAF)
Examinateur externe Dr. Louis-Charles Fortier (U. de Sherbrooke)
Examinateur externe Dr. Denis Faure (U. Paris-Saclay) .

Directeur de recherche Dr. Fric Déziel (INRS-IAF)



RESUME

Les bactéries pathogénes s’adaptent aux variations des conditions environnementales
auxquelles elles sont confrontées, en particulier, au cours du processus d’infection de 1’héte.
La transition d’un mode de vie saprophyte a un cycle infectieux s’accompagne d’un
remaniement spatio-temporel important des profils de transcription. Une question centrale est
de comprendre comment la transcription est coordonnée au niveau du génome. Chez certaines
bactéries, la modulation de la transcription du génome est corrélée aux fluctuations de la
densité bactérienne via un systéme de communication intercellulaire, appelé quorum sensing.
Les bactéries produisent des molécules de signalisation qui s’accumulent dans
I’environnement au fur et & mesure de la croissance bactérienne. Ces signaux moléculaires,
perceptibles par les bactéries d’une méme population, fournissent une indication sur la densité
cellulaire et déclenchent, dans toute la population, des cascades de régulation de 1’expression
des génes permettant de synchroniser les activités bactériennes. Le quorum sensing intervient
dans la modulation de nombreux processus cellulaires parmi lesquels figurent notamment la
bioluminescence, la mobilité bactérienne, la compétence génétique, la sporulation, la
conjugaison bactérienne, la biosynthése d’antibiotiques ou encore le développement du
biofilm. En outre, la communication intercellulaire joue un role crucial dans la régulation de
la virulence bactérienne. En conséquence, la connaissance des mécanismes moléculaires du
quorum sensing offre 1’opportunité de développer de nouvelles approches thérapeutiques qui
seraient anti-pathogénicité et qui permettraient, en théorie, de minimiser le phénoméne de
multirésistance associé a I’antibiothérapie actuelle. La thése présentée ici porte sur la
caractérisation des mécanismes de régulation des multiples systémes de quorum sensing qui
coexistent chez la bactérie Burkholderia thailandensis. B. thailandensis est considérée comme
la version avirulente de Burkholderia pseudomallei, un agent pathogéne humain hautement
infectieux, et est donc couramment utilisée comme modéle de substitution. Les premiére et
deuxiéme parties de cette thése se concentrent sur I’établissement des interactions entre les
systémes de quorum sensing Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3, ainsi que sur 1’étude
du r6le des protéines régulatrices de type RsaM, nommées RsaM1 et RsaM2, dans la
modulation de la biosynthése des molécules de signalisation, appelées N-acyl-L-homosérine
lactones (AHL). Les troisiéme et quatriéme parties de cette thése se concentrent sur
I’élucidation des mécanismes de régulation de 1’expression de 1’opéron AimgABCDEFG et de
la production des molécules de signalisation putatives, nommées 4-hydroxy-3-méthyl-2-
alkylquinolines (HMAQ), sur I’analyse fonctionnelle du systtme de quorum sensing
hypothétique #mgq et, enfin, sur I’approfondissement de la fonction du régulateur
transcriptionnel de type LysR, appelé ScmR (secondary metabolite regulator), dans la
modulation de I’expression génique via le quorum sensing.
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1. INTRODUCTION

1.1. La communication intercellulaire bactérienne

1.1.1. Le quorum sensing est un mécanisme de régulation globale de

I’expression génique en fonction de la densité cellulaire

Les bactéries sont exposées a de fréquentes modifications physico-chimiques de leur
environnement. Elles peuvent également adopter différents styles de vie puisqu’elles sont
capables de vivre a 1’état planctonique libres ou bien & 1’état de biofilm fixées sur un support
biotique ou abiotique. Elles peuvent établir différents types d’interaction avec un héte comme,
par exemple, le commensalisme ou le parasitisme. L’ensemble de ces situations nécessite la
synthése de macromolécules particuliéres adaptées aux nouvelles conditions de vie
rencontrées par les bactéries. Ce remaniement du contenu macromoléculaire bactérien
implique un ajustement de I’expression du programme génétique. Il existe donc des
mécanismes de régulation permettant aux bactéries de modifier I’expression de leurs génes en
fonction des conditions environnementales variées auxquelles elles peuvent étre confrontées

et des différents modes de vie qu’elles sont susceptibles d’adopter.

Parmi les mécanismes de régulation de i’expression génique décrits chez les bactéries
figurent notamment le quorum sensing (Fuqua et al., 1994). Il s’agit d’un mécanisme de
régulation globale de 1’expression des génes en fonction de la densité bactérienne intervenant
dans de nombreux processus cellulaires, qui incluent la mobilité bactérienne (Yersinia
enterocolitica), la bioluminescence (Vibrio fischeri), le développement du biofilm
(Staphylococcus aureus), la biosynthése d’antibiotiques (Pectobacterium carotovorum), la
compétence génétique (Streptococcus pneumoniae), la sporulation (Bacillus subtilis), la
conjugaison bactérienne (Agrobacterium tumefaciens), et, en particulier, la pathogénicité
(Pseudomonas aeruginosa). Ce systéme de communication intercellulaire implique des
molécules de signalisation, nommées auto-inducteurs (AI), qui sont produites en réponse aux
fluctuations de la densité bactérienne. Ces signaux moléculaires s’accumulent dans
I’environnement au fur et & mesure de la croissance bactérienne jusqu’a atteindre une
concentration singuliére a laquelle ils déclenchent, de maniére synchrone dans I’ensemble de
la population bactérienne, la modulation de 1’expression de génes spécifiques. Le quorum

sensing assure, ainsi, la coordination des fonctions biologiques permettant aux bactéries d’agir




en communautés multicellulaires et, par conséquent, de répondre collectivement & des stimuli

environnementaux.

Les molécules de signalisation qui interviennent dans la régulation de I’expression
génique via le quorum sensing sont typiquement des oligopeptides chez les bactéries a Gram
positif (Dunny ez al., 1997). Chez les bactéries a Gram négatif, les N-acyl-L-homosérine
lactones (AHL) sont les mieux connues et les plus répandues (Fuqua et al, 1998). Ces
signaux moléculaires, anciennement appelés auto-inducteurs de type 1 (AI-1), sont, en
général, spécifiques d’une espéce bactérienne et sont, de ce fait, principalement impliqués
dans la communication intra-espéces (Antunes et al., 2009). Toutefois, ils peuvent également
intervenir dahs la communication entre des espéces bactériennes différentes. Ils permettent,
par exemple, .aux bactéries pathogénes opportunistes P. aeruginosa et Burkholderia
cenocepacia de développer des biofilms mixtes afin d’optimiser la colonisation des poumons
de patients atteints de fibrose kystique (Riedel et al., 2001). Des molécules de signalisation
communes aux bactéries & Gram positif et & Gram négatif, appelées auto-inducteurs de type 2
(AI-2), sont, en revanche, essentiellement impliquées dans la communication inter-espéces
(Surette et al., 1999, Vendeville et al., 2005, Xavier et al., 2003). Elles sont, pour cette raison,
considérées comme un langage universel des bactéries : ’espéranto bactérien (Winans, 2002).
Le quorum sensing permet, par conséquent, aux bactéries appartenant & une méme espeéce ou
bien a des espeéces différentes d’interagir entre elles. Ce systéme de communication
intércellulaire peut également intervenir dans les interactions hote-pathogéne définissant,

ainsi, un nouveau type de communication : la communication inter-régnes (Hughes et al.,
2008, Rumbaugh, 2007).

Selon les espéces bactériennes, les systémes de régulation du quorum sensing
différent. Ainsi, on retrouve communément des systémes de régulation a deux composants
chez les bactéries & Gram positif (Chang et al., 1998). Chez les bactéries & Gram négatif, on
retrouve fréquemment des systémes de régulation homologues au systéme LuxI/LuxR
caractéristique de la bactérie marine bioluminescente V. fischeri (Eberhard et al, 1981,
Engebrecht et al., 1983, Engebrecht et al., 1984). Ces systémes interviennent généralement
dans la communication intra-especes. Il existe également des systémes hybrides communs aux
bactéries & Gram positif et & Gram négatif qui interviennent essentiellement dans la
communication inter-espéces (Bassler et al., 1997). Si ces systémes de régulation différent

selon les espéces bactériennes, la modulation de I’expression génique via le quorum sensing

s’effectue généralement selon le méme modele : il implique une molécule de signalisation, un
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mécanisme permettant la production de cette molécule de signalisation et un régulateur
transcriptionnel couplant 1’expression des génes cibles du quorum sensing avec la densité

bactérienne par sa liaison au signal moléculaire.

1.12. Le quorum sensing chez les bactéries & Gram positif : oligopeptides et

systémes de régulation 4 deux composants

Chez les bactéries 2 Gram positif, la modulation de I’expression génique via le quorum
sensing implique communément des systémes de régulation & deux composants (Fig. 1.1).
Ces systétmes de communication intercellulaire utilisent généralement des oligopeptides
comme auto-inducteurs qui dérivent d’un précurseur protéique faisant I’objet de modifications
~ post-traductionnelles et sont exportés dans I’environnement, ol ils s’accumulent au cours de
la croissance bactérienne, via un transporteur ABC (ATP binding cassette) (Kleerebezem et
al., 1997). Ces auto-inducteurs, lorsqu’ils atteignent un seuil critique de concentration, sont
détectés spécifiquement par une protéine histidine kinase (i.e. le senseur d’un systéme a deux
composants) qui, en conséquence, s’auto-phosphoryle et transfére son groupement phosphate
a un régulateur de réponse spécifique (i.e. ’effecteur d’un systéme a deux composants),
contrdlant I’expression des genes cibles du quorum sensing en fonction de la densité de la
population bactérienne (Kleerebezem et al., 1997). Parmi ces génes figurent, en particulier, le
locus du précurseur protéique responsable de la production des oligopeptides, créant, ainsi,

une boucle d’auto-induction typique des systémes de quorum sensing (Fig. 1.1).
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Figure 1.1. Mécanisme de régulation de I’expression génique via le quorum sensing chez les bactéries a
Gram positif.

1.1.3. Le quorum sensing implique communément des systémes de régulation

homologues au systeme LuxI/LuxR chez les bactéries a Gram négatif

Chez les bactéries a Gram négatif, la modulation de I’expression génique via le
quorum sensing est essentiellement attribuée a des systémes de régulation qui possedent des
homologies avec le systéme LuxI/LuxR spécifique de V. fischeri (Fig. 1.2). Ces systémes de
communication intercellulaire utilisent des AHL comme auto-inducteurs qui fournissent une
indication sur la densité de la population bactérienne. Ces auto-inducteurs sont typiquement
produits par une synthase spécifique de la famille des synthases de type LuxI et s’accumulent
dans I’environnement au fur et a mesure de la croissance bactérienne jusqu’a atteindre un
seuil critique de concentration (Fuqua er al., 2002). Ils interagissent, en conséquence,
spécifiquement avec un régulateur transcriptionnel de la famille des régulateurs
transcriptionnels de type LuxR qui contréle, en fonction de la densité de la population
bactérienne, I’expression des genes cibles du quorum sensing parmi lesquels figurent,
notamment, le geéne /ux/, codant la synthase LuxI, résultant en une boucle d’auto-induction

caractéristique des systémes de quorum sensing (Fuqua et al., 2002). Notons, par ailleurs, que




le géne /uxR, codant le régulateur transcriptionnel LuxR, est généralement localisé a

proximité du géne /ux/ (Fig. 1.2).
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Figure 1.2. Mécanisme de régulation de I’expression des génes chez les bactéries 3 Gram négatif via les
systémes de quorum sensing de type LuxI/LuxR.
D’apres Le Berre et al. (2006).

Ainsi, les systémes de quorum sensing de type LuxI/LuxR, chez les bactéries & Gram
négatif, impliquent trois acteurs principaux spécifiques qui sont communément une AHL, une

synthase homologue a LuxI et un régulateur transcriptionnel homologue a LuxR.

1.1.3.1. Les systéemes de quorum sensing de type Luxl/LuxR utilisent des auto-

inducteurs appartenant a la famille des AHL

Les différents systémes de quorum sensing de type LuxI/LuxR, chez les bactéries a
Gram négatif, utilisent fréquemment comme auto-inducteurs des AHL spécifiques qui

présentent des structures chimiques variées (Fuqua et al., 2002). Les différences structurales
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entre les AHL reposent, en particulier, sur la longueur et/ou la substitution de la chaine acyle

qui les compose (Fig. 1.3).

Ry 0
L o R, : Substitution variable de la chaine acyle
R, N R, : Longueur variable de la chaine acyle
. H
Liaison amide (o)

Noyau lactone

Figure 1.3. Structure chimique des AHL.

Les AHL sont constituées d’un noyau lactone et d’une chaine acyle connectés par 1'intermédiaire d’une liaison
amide. Cette chaine acyle peut étre différentiellement substituée par un groupement hydroxyle, un atome
d’oxygéne ou d’hydrogéne en position 3 et sa longueur peut varier de 4 a 18 carbones (Fuqua et al., 2002).
Certaines AHL possédent également une insaturation au niveau de la chaine acyle comme, par exemple, la 7,8-
cis-N-(3-hydroxy-tétradécenoyl)-L-homosérine lactone (7,8-cis-30HC,4-HSL) spécifique de Rhizobium
leguminosarum (Gray et al., 1996, Schripsema et al., 1996) et la 7,8-cis-N-(tétradécenoyl)-L-homosérine lactone
(7,8-cis-C,4-HSL) spécifique de Rhodobacter sphaeroides (Puskas et al., 1997).

Les différences structurales entre les AHL assurent, d’une maniére générale, la
spécificité des différents systemes de quorum sensing. Celles-ci peuvent varier d’une espece

bactérienne a I’autre, voire méme au sein d’'une méme bactérie (Fig. 1.4).
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Figure 1.4. Exemples d'AHL retrouvées chez différentes bactéries 2 Gram négatif. :

La N-(butanoyl)-L-homosérine lactone (C;-HSL) et la N-(3-oxo-dodécanoyl)-L-homosérine lactone (30C;,-
HSL) sont les principales AHL synthétisées par P. aeruginosa (Pearson et al., 1994, Pearson et al., 1995). La
bactérie phytopathogéne P. carotovorum produit essentiellement de la N-(3-oxo-hexanoyl)-L-homosérine
lactone (30C4-HSL) (Pirhonen et al., 1993), tandis que la N-(3-oxo-octanoyl)-L-homosérine lactone (30Cs-
HSL) est la principale AHL produite par la bactérie phytopathogéne A. tumefaciens (Hwang et al., 1994).
Burkholderia thailandensis synthétise essentiellement de la N-(octanoyl)-L-homosérine lactone (Cs-HSL), de la
N-(3-hydroxy-octanoyl)-L-homosérine lactone (30HCs-HSL) et de la N-(3-hydroxy-décanoyl)-L-homosérine
lactone (30HC;,-HSL) (Chandler et al., 2009, Duerkop et al., 2009).




Les AHL sont capables de- diffuser de maniére passive a travers les membranes
bactériennes et sont, de ce fait, présentes en concentration égale a I’intérieur et a I’extérieur de
la cellule (Fuqua ef al., 2002). Toutefois, certaines AHL peuvent également étre transportées
activement au niveau de l’enveioppe bactérienne comme, par exemple, la 30C;,-HSL, qui &
la différence de la C4-HSL, est sécrétée dans I’environnement par des pompes a efflux de type

MexAB-OprM chez P. aeruginosa (Evans et al., 1998, Pearson ef al., 1999).

1.1.3.2. Les synthases de type LuxI sont responsables de la production des AHL

Les synthases de type LuxI catalysent la biosynthése des AHL (More et al., 1996,
Parsek et al., 1999, Schaefer et al., 1996). Celles-ci sont formées a partir d’un précurseur
commun, la S-adénosyl-L-méthionine (SAM), et d’une acyl-acyl carrier protein (acyl-ACP)
spécifique (Fig. 1.5).

3-oxo-dodécanoyl-ACP o o SH SH o 0

.5 /\/’\/\/’\)]\/”\ s
S-adénosyl-L-méthionine \

5'-méthylthioadénosine ‘/

0 o}

/\/\/\/\/”\/U\N PO + Q@D

H
N-(3-oxo-dodécanoyl)-L-homosérine lactone [o]

Figure 1.5. La synthase Lasl est responsable de la production de la 30C;,-HSL chez P. aeruginosa.

La production de la 30C;,-HSL est catalysée par la synthase Lasl, constitutive du systéme de quorum sensing
las de P. aeruginosa, a partir de la SAM et de la 3-oxo-dodécanoyl-ACP (30C;,-ACP), un intermédiaire du
métabolisme des acides gras. Cette réaction de synthése induit la libération d’une molécule de 5°-
méthylthioadénosine (5’-MAT).

Les synthases de type LuxI sont généralement associées a la production d’une unique
AHL. Certaines d’entre elles peuvent, néanmoins, intervenir dans la biosynthése de
différentes AHL. Ces synthases, le plus souvent, produisent une AHL, de fagcon majoritaire,

de méme qu’une ou plusieurs AHL additionnelles, moins abondamment. A titre d’exemple,




les synthases Btall et Btal3 produisent exclusivement de 'la Cg-HSL et de 1a 30HCg-HSL,
respectivement, alors que la synthase Btal2 synthétise principalement de la 30HC;-HSL
ainsi que, dans une moindre mesure, de la 30HCgs-HSL chez B. thailandensis (Chandler et al.,
2009, Duerkop et al., 2009).

Les synthases d’AHL appartiennent, pour la plupart d’entre elles, a la famille des
synthases de type LuxI (Fuqua et al., 2002). Cependant, des synthases ne présentant aucune
homologie de séquence avec la synthase LuxI spécifique de V. fischeri ont été décrites chez
plusieurs bactéries & Gram négatif (Bassler et al., 1994, Gilson et al., 1995, Hanzelka et al.,
1999, Laue et al., 2000, Milton et al., 2001). Citons, par exemple, les synthases LuxM (Vibrio
harveyi), AinS (V. fischeri) et VanM (Vibrio anguillarum) ainsi que la synthase HdtS

(Pseudomonas fluorescens).

1.1.3.3. Les régulateurs transcriptionnels de type LuxR modulent I’expression des

génes cibles du quorum sensing

Les régulateurs transcriptionnels du quorum sensing, chez les bactéries 3 Gram
négatif, sont typiquement homologues au régulateur transcriptionnel LuxR spécifique de V.
fischeri (Fuqua et al., 2002). Les régulateurs transcriptionnels de type LuxR sont constitués,
d’une maniére générale, de deux domaines fonctionnellement différents: un domaine N-
terminal impliqué dans 1a liaison 4 I’ AHL et un domaine C-terminal responsable de la liaison
a ’ADN grice a la présence d’un motif protéique hélice-tour-hélice (HTH) de fixation a
I’ADN constitué de deux hélices a reliées par une boucle (Hanzelka et al., 1999, Henikoff et
al., 1990, Stevens et al., 1999). Ces régulateurs transcriptionnels sont capables d’interagir de
fagon réversible ou bien irréversiblement avec les AHL (Welch et al., 2000, Zhu et al., 2001).
IlIs se lient sous forme dimérique spéciﬁquemént a ’ADN au niveau d’une séquence
nucléotidique conservée de la région promotrice des génes contrdlés via le quorum sensing,
appelée boite /ux (Devine et al., 1989, Egland et al., 1999, Fuqua et al., 1994). Cette boite
contient une séquence d’ADN palindromique d’une vingtaine de paires de bases située a une

quarantaine de paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription (Fig. 1.6).
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Figure 1.6. Exemples de bofte /ux identifiées chez différentes bactéries &4 Gram négatif.

Les régulateurs transcriptionnels de type LuxR présentent différents modes de
fonctionnement selon qu’ils se dimérisent en présence et/ou en absence d’AHL (Fuqua et al.,
2002, Fuqua et al., 2001, Patankar et al., 2009, Tsai et al., 2010, Whitehead et al., 2001).
Cette dimérisation est indispensable pour permettre la fixation de ces régulateurs
transcriptionnels & la boite ux et, de ce fait, ’activation et/ou I’inhibition de I’expression des
genes cibles du quofum sensing (Luo et al., 1999, Stevens et al., 1997, Zhu et al., 1999). Les
régulateurs transcriptionnels de type LuxR, la plupart du temps, se dimérisent et se lient a
PADN exclusivement en présence d’AHL (Fig. 1.7). Ces régulateurs transcriptionnels
constituent communément des activateurs de P’expression des génes sous le contrble du
quorum sensing (Fuqua et al., 2002). Citons, par exemple, les régulateurs transcriptionnels
~LasR (P. aeruginosa), TraR (A. tumefaciens), CarR (P. carotovorum), LuxR (V. fischeri) ou
encore TofR (Burkholderia glumae).
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Figure 1.7. Le régulateur transcriptionnel LasR contréle directement I’expression du géne /as/ codant la
synthase Lasl responsable de la production de la 30C,,-HSL chez P. aeruginosa.

A une faible densité cellulaire, le régulateur transcriptionnel LasR, constitutif du systéme de quorum sensing las
de P. aeruginosa, est présent sous forme de monomeres. La 30C,,-HSL, produite par la synthase Lasl (Pearson
et al., 1994), est synthétisée de fagon constitutive a des concentrations faibles. A une forte densité cellulaire,
cette AHL se lie spécifiquement au régulateur transcriptionnel LasR. Cette association est responsable de la
dimérisation du régulateur transcriptionnel LasR lui permettant d’activer I’expression du gene /as/, qui code la
synthase Lasl, en interagissant avec la région promotrice de ce géne par I'intermédiaire d’une boite /ux (Seed et
al., 1995). La 30C,,-HSL est alors produite a de fortes concentrations.

En revanche, certains régulateurs transcriptionnels de type LuxR se dimérisent et se
lient & ’ADN uniquement en absence d’AHL. Ces régulateurs transcriptionnels constituent
typiquement des inhibiteurs de I’expression des génes contrdlés via le quorum sensing (Tsai et
al., 2010). Citons, par exemple, les régulateurs transcriptionnels EsaR (Pantoea stewartii),
VirR (Pectobacterium atrosepticum), SpnR (Serratia marcescens) ou encore YenR (Y.
enterocolitica). 11 existe, néanmoins, des exceptions a I’image du régulateur transcriptionnel
RhIR qui se comporte a la fois comme un activateur lorsqu’il se dimérise en présence de Cs-
HSL produite par la synthase Rhll et stimule, par exemple, ’expression du géne i/l et de
I’opéron rhIAB, et comme un inhibiteur lorsqu’il se dimérise en absence de C;-HSL et
réprime, par exemple, la transcription du geéne rA[R et de ’opéron rhlAB chez P. aeruginosa

(Medina et al., 2003a, Medina et al., 2003b).

Les AHL induisent généralement la dimérisation et, donc, I’activation des régulateurs
transcriptionnels de type LuxR responsable de leur association a la boite /ux (Fuqua et al.,

2002). C’est notamment le cas pour les régulateurs transcriptionnels qui agissent en présence
p gu p qui ag p
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d’AHL (Fig. 1.8). Toutefois, les AHL peuvent provoquer la monomérisation et, par
conséquent, I’inactivation de certains régulateurs transcriptionnels de type LuxR résultant en
leur dissociation de la boite /ux (Tsai et al., 2010). C’est notamment le cas pour les

régulateurs transcriptionnels qui agissent en absence d’AHL (Fig. 1.8).

. " v Milieu extracellulaire
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transcriptionnel VirR
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des génes cibles de VirR &

Figure 1.8. Mécanisme de régulation de I’expression des génes cibles du quorum sensing chez le pathogéne
de la pomme de terre P. atrosepticum.

P. atrosepticum posseéde une synthase de type Luxl, appelée Expl, qui synthétise essentiellement de la 30Cq-
HSL (Chatterjee et al., 2005). Cette AHL interagit avec le régulateur transcriptionnel de type LuxR, appelé
ExpR, induisant sa dimérisation et sa liaison a I’ADN et, en conséquence, I’activation de 1’expression des génes
cibles du quorum sensing parmi lesquels figurent, notamment, le géne exp/, qui code la synthase Expl, résultant
en une boucle d’auto-induction typique des systémes de quorum sensing (Liu et al., 2008). Par ailleurs, la 30Cq-
HSL interagit avec un autre régulateur transcriptionnel de type LuxR, appelé VirR, ce qui entraine, au contraire,
sa monomérisation et sa dissociation de I’ADN et, donc, la levée de I'inhibition exercée sur I’expression des
genes cibles du quorum sensing, qui incluent, en particulier, les génes de virulence essentiels a la pathogéncité
de P. atrosepticum (Monson et al., 2013). L’hypothése est que le régulateur transcriptionnel VirR bloque la
production des facteurs de virulence tels que les enzymes dégradatives des parois pectocellulosiques de la
pomme de terre, a savoir, les pectinases, les cellulases et les protéases jusqu'a ce que P. atrosepticum soit en
nombre suffisant pour pouvoir surmonter les réactions de défense de la pomme de terre qui peuvent étre
déclenchées en réponse a la décomposition des parois pectocellulosiques.
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1.2. La communication intercellulaire chez la bactérie P. aeruginosa

1.2.1. P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste de I’ Homme

P. aeruginosa est une bactérie versatile et ubiquitaire rencontrée dans des milieux trés
variés comme, par exemple, les sols ainsi que les eaux douces, usées et marines (Stover ef al.,
2000). Elle est également capable d’infecter un large spectre d’hdtes tels que les insectes
(Drosophila melanogaster), les mammiféres (Mus musculus), les protozoaires (Dictyostelium
discoideum), les nématodes (Caenorhabditis elegans) et les plantes (Arabidopsis thaliana).
Chez ’'Homme, P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste puisqu’elle peut interagir avec
un hdte, soit comme commensal a la surface de la peau et des muqueuses chez les sujets sains,
soit comme pathogéne chez les sujets aux défenses immunitaires altérées tels que les
individus immunodéprimés (Coéterton, 2001, Lyczak et al., 2000). Elle constitue une des
causes majeures de morbidité et de mortalité chez les patients atteints de fibrose kystique
(Govan et al., 1996), et elle est, par ailleurs, fréquemment impliquée dans les infections
nosocomiales en raison, notamment, de sa résistance naturelle & de nombreux antiseptiques et

antibiotiques (Emerson et al., 2002).

1.2.2. La pathogénicité de P. aeruginosa est multifactorielle

La pathogénicité de P. aeruginosa est attribuée a de multiples facteurs de virulence
cellulaires et extracellulaires qui lui permettent de survivre dans des environnements variés et
de coloniser divers types d’hdtes (de Kievit et al., 2000, Van Delden et.al., 1998). Ces
facteurs de virulence sont impliqués dans les différentes étapes de I’infection de I’héte : ils
interviennent dans I’attachement de la bactérie ou dans la multiplication et dans I’invasion de

I’héte (Fig. 1.9).
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Figure 1.9. Principaux facteurs de virulence cellulaires et extracellulaires de P. aeruginosa.

Les facteurs de virulence cellulaires incluent, notamment, le flagelle, les pili de type 1V, les pili de type fimbriae,
les adhésines, le lipopolysaccharide (LPS) et les exopolysaccharides (EPS). Ils interviennent principalement dans
la mobilité et dans 1’adhésion de la bactérie. Les facteurs de virulence extracellulaires incluent, notamment, des
toxines telles que l’exotoxine A (ExoA), des exoenzymes (ExoS, ExoT, ExoU et ExoY). des enzymes
protéolytiques telles que la protéase staphylolytique LasA, 1’élastase LasB, la protéase I'V et la protéase alcaline,
des enzymes lipolytiques telles que la lipase LipA, I’estérase EstA et les phospholipases C (PIcN, PlcB et PlcH),
des hémolysines telles que les rhamnolipides, le cyanure d hydrogéne, des sidérophores tels que la pyoverdine et
la pyochéline et des phénazines telles que la pyocyanine. Ils sont principalement impliqués dans la dissémination
de la bactérie et dans la perturbation ou la destruction des défenses de 1’hdte. D*apres Van Delden et al. (1998).

La pathogénicité de P. aeruginosa repose non seulement sur la multiplicité des
facteurs de virulence qu’elle posséde mais également sur la coordination trés stricte de
I’expression des différents génes de virulence au cours du processus infectieux. De nombreux
mécanismes de régulation de ’expression génique ont été décrits chez P. aeruginosa,
toutefois, il apparait que le quorum sensing intervient principalement dans la modulation de
I’expression des geénes de virulence de cette bactérie (Antunes ef al., 2010, Le Berre ef al.,

2006, Ruimy et al., 2004, Smith et al., 2003).
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1.2.3. Le quorum sensing joue un réle déterminant dans la pathogénicité de P.

aeruginosa

Chez P. aeruginosa, I’expression de la majorité des genes de virulence est modulée, en
fonction de la densité cellulaire, via le quorum sensing (Cao et al., 2001, Jander et al., 2000,
Mahajan-Miklos et al, 1999, Rahme et al., 1997, Tan et al., 1999). Ce mécanisme de
régulation globale de I’expression génique coordonne, de maniére trés stricte, la synthése
et/ou la sécrétion des différents facteurs de virulence selon le stade de la croissance
bactérienne (phase de latence, phase exponentielle ou phase stationnaire), le mode de
développement (planctonique ou biofilm) et les conditions environnementales. Le guorum
sensing assure, ainsi, la régulation spatio-temporelle de I’expression des génes de virulence de
P. aeruginosa au cours du processus infectieux. La mise en place séquentielle des différents
facteurs de virulence qui en résulte est essentielle a une infection optimale et adéquate de

I’hdte (Fig. 1.10).

Processus infectieux

Facteurs de virulence cellulaires extracellulaires

A

P Croissance bactérienne

i . g > <

Phase de latence  Phase exponentielle Phase stationnaire

Figure 1.10. Mise en place séquentielle des différents facteurs de virulence de P. aeruginosa au cours du
processus infectieux.

Les facteurs de virulence cellulaires qui sont impliqués dans 1’attachement de la bactérie interviennent dans les
étapes précoces de I'infection de I’hdte. A I'inverse, les facteurs de virulence extracellulaires qui sont impliqués
dans la multiplication et dans I’invasion de 1’héte interviennent dans les étapes tardives du processus infectieux.
D’aprés Lautier et al. (2005).
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De nombreux systémes de communication intercellulaire ont été caractérisés chez P.
aeruginosa. Parmi eux figurent notamment les systémes de quorum sensing las, rhl et pgs
(Diggle et al., 2006a, Dubern et al., 2008, Jimenez et al., 2012, Le Berre ef al., 2006, Ruimy
et al., 2004). Ces systemes de régulation impliquent des auto-inducteurs différents : les
systémes /as et rhl utilisent des auto-inducteurs appartenant a la famille des AHL, alors que le

systéme pgs emploie des auto-inducteurs qui appartiennent a la famille des 4-hydroxy-2-
alkylquinolines (HAQ).

1.2.3.1. Les AHL sont les auto-inducteurs des systémes las et rhl

Les systemes las et rhl interviennent dans la modulation de I’expression de 6 a 11%
des genes de P. aeruginosa (Hentzer et al., 2003, Schuster ef al., 2003, Wagner et al., 2003,
Whiteley et al., 1999) qui incluent de nombreux genes de virulence cellulaires et surtout

extracellulaires (Fig. 1.11).
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Figure 1.11. Exemples de génes de virulence contrdlés par les systémes las et/ou rhl.
D’aprés Ruimy et al. (2004).

Les systémes las et rhl jouent un réle clé dans I’optimisation de I’expression de ces
genes de virulence puisque I’absence du systéme /as et/ou du systéme A/ se traduit par une
forte altération de la synthése et/ou de la sécrétion des facteurs de virulence et résulte en une

réduction drastique du pouvoir pathogene de P. aeruginosa (Lesprit et al., 2003, Pearson et
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al., 2000, Rumbaugh et al., 1999, Smith et al., 2002, Tan ef al., 1999, Tang et al., 1996, Wu
etal., 2001).

1.2.3.1.1. Le systéme las

Le systéme las est composé de la synthase LasI, qui synthétise de la 30C,-HSL (cf. la
Figure 1.4 présentée a la section 1.1.3.1), et du régulateur transcriptionnel LasR. Ce
régulateur transcriptionnel, en association avec la 30C;,-HSL, module I’expression de
nombreux génes de virulence tels que les génes lasA et lasB, codant respectivement la
protéase staphylolytique LasA et 1’élastase LasB (Gambello et al., 1991, Gambello et al.,
1993, Passador et al., 1993, Pearson et al., 1997, Toder et al., 1991) (cf. la Figure 1.11
présentée a la section 1.2.3.1). Outre les génes de virulence, le complexe LasR/30C;,-HSL
contréle positivement et directement 1’expression du géne lasl, qui code la synthase Lasl,
créant, ainsi, une boucle de rétroaction positive du systéme las (Seed et al., 1995). Par
ailleurs, I’expression du géne las/ est contrélée négativement et indirectement via le complexe
LasR/30C,-HSL par I’intermédiaire de la protéine Rsal. responsable d’une boucle de
rétroaction négative du systéme las (Fig. 1.12). La protéine RsaL. joue un rdle crucial dans la
pathogénicité de P. aeruginosa (de Kievit et al., 1999, Rampioni et al., 2006, Rampioni etal.,
2007a, Rampioni et al., 2007b, Rampioni et al., 2009, Venturi et al., 2011). Cette protéine
réprime, directement ou bien indirectement, la synthése et/ou la sécrétion de nombreux
facteurs de virulence comme, par exemple, la pyocyanine, les rhamnolipides et le cyanure
d’hydrogéne nécessaires a 1’établissement d’une infection aigué telle que chez les individus
immunodéprimés (Furukawa et al., 2006, Smith et al., 2003). En outre, la protéine RsalL.
stimule le développement du biofilm favorisant 1’établissement d’une infection chronique
telle que chez les patients atteints de fibrose kystique (Furukawa et al., 2006, Singh et al.,
2000).
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Figure 1.12. La protéine RsaL est un répresseur du systéme /as.

Le complexe LasR/30C,,-HSL stimule directement I’expression du géne /asl/, qui code la synthase Lasl
responsable de la biosynthese de la 30C,,-HSL, induisant, de ce fait, une boucle de rétroaction positive du
systeéme /as. Par ailleurs, le complexe LasR/30C,,-HSL active la transcription du géne rsaL, codant la protéine
Rsal, et cette protéine inhibe la transcription du géne /as/ assurant, en conséquence, une production
homéostatique de la 30C,,-HSL. En outre, I’expression du géne rsal est auto-régulée négativement. Ainsi, le
complexe LasR/30C,,-HSL réprime indirectement 1’expression du gene /as/ par I’intermédiaire de la protéine
RsalL, résultant en une boucle de rétroaction négative du systéme /as. D’aprés Venturi ez al. (2011).
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D’autres espéces bactériennes du genre Pseudomonas possédent également un
homologue du gene rsal comme, par exemple, les bactéries Pseudomonas fuscovaginae et
Pseudomonas putida chez lesquelles la protéine RsalL constitue pareillement un répresseur du
quorum sensing (Bertani ef al., 2004, Dubern et al., 2006, Mattiuzzo et al., 2011, Rampioni et
al., 2012, Steidle et al., 2002, Venturi et al., 2011) (cf. la Figure 1.20 présentée a la section
1.3.2.2.2). '

1.2.3.1.2. Le systéme rhl

Le systéme Al est composé de la synthase Rhll, qui synthétise de la C4-HSL (cf. la
Figure 1.4 présentée a la section 1.1.3.1), et du régulateur transcriptionnel RhIR. Ce
régulateur transcriptionnel, en association ou non avec la C4-HSL, module I’expression de
nombreux génes de virulence parmi lesquels figurent, notamment, les opérons
phzAIBICIDIEIFIGI et phzA2B2C2D2E2F2G2, qui codent les enzymes nécessaires a la
production des phénazines, ainsi que 1’opéron rilAB, codant les enzymes nécessaires a la
biosynthése des rhamnolipides (Brint et al., 1995, Latifi et al., 1996, Latifi et al., 1995,
Medina et al., 2003b, Ochsner et al., 1995, Pearson et al., 1995, Pessi et al., 2000, Winson et
al., 1995) (cf. la Figure 1.11 présentée 3 la section 1.2.3.1). Par ailleurs, le régulateur
transcriptionnel RhIR stimule, en présence de C4-HSL, I’expression du géne rAll, qui code la
synthase Rhll, induisant, en conséquence, une boucle de rétroaction positive du systéme »hl
{(Latifi et al., 1995, Ochsner et al., 1994) et réprime, en absence de C4-HSL, ’expression du
géne rhIR, codant le régulateur transcriptionnel RhIR, résultant en une boucle de rétroaction

négative du systéme rh/ (Medina et al., 2003a).

1.2.3.1.3. Les systémes las et rhl sont interdépendants

L’expression des génes rhll et rhiR est activée via le complexe LasR/30C;,-HSL
induisant une expression successive des systémes las et rhl (Gilbert et al., 2009, Latifi et al.,
1996, Pesci et al., 1997) et la 30C1,-HSL est capable de dissocier les homodiméres de RhiR
 (Ventre et al., 2003) (Fig. 1.13). De plus, le complexe RhIR/C4-HSL stimule la transcription
du geéne lasI (Dekimpe et al., 2009) et la C4-HSL est capable, dans une moindre mesure,

d’induire la formation des homodimeéres de LasR (Pearson et al., 1997) (Fig. 1.13).
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Figure 1.13. Interactions entre les systémes las et rhl chez P. aeruginosa.
D’aprés Dekimpe et al. (2009).

1.2.3.1.4. Les régulateurs transcriptionnels de type LuxR orphelins QscR et VqsR

D’autres régulateurs transcriptionnels de type LuxR ont été identifiés chez P.

aeruginosa parmi lesquels figurent, en particulier, les régulateurs transcriptionnels orphelins
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QscR (quorum sensing control repressor) et VqsR (virulence and quorum sensing regulator),
qui sont essentiels a la pathogénicité de P. aeruginosa (Juhas et al., 2005, Le Berre et al.,
2006, Patankar et al., 2009, Venturi, 2006). Ces régulateurs transcriptionnels ne sont pas, a
proprement parler, constitutifs d’un systéme de quorum sensing et ne possédent pas d’auto-
inducteur propre. Toutefois, le régulateur transcriptionnel QscR est capable ‘d’interagir avec la
30C1,-HSL et active, entre autres, I’expression du geéne gscR (Ha et al., 2012, Ledgham et al.,
2003). Le régulateur transcriptionnel QscR inhibe également les systémes las et rhl en
formant des hétérodiméres respectivement avec les régulateurs transcriptionnels LasR et RhiIR
empéchant, ainsi, 1’activation de 1’expression des génes contrdlés par les complexes
LasR/30C;,-HSL et RhIR/C4-HSL (Chugani et al., 2001, Ledgham et al., 2003, Lequette et
al., 2006). Le régulateur transcriptionnel VgsR, en revanche, n’interagit pas avec la 30C;-
HSL et réprime directement 1’expression du géne gscR, codant le régulateur transcriptionnel
QscR, stimulant, de ce fait, indirectement I’expression des génes sous le contrble des
systémes las et rhl (Juhas et al., 2004, Liang et al., 2012). Par ailleurs, I’expression du géne
vgsR, qui code le régulateur transcriptionnel VgsR, est activée directement par le complexe
LasR/30C;,-HSL (Li et al., 2007). In fine, les régulateurs transcriptionnels orphelins QscR et
VgsR contribuent a I’expression successive des systémes las et vkl chez P. aeruginosa (Juhas

et al., 2005, Le Berre et al., 2006, Patankar et al., 2009, Venturi, 2006).

1.2.3.2. Le systéme pgs emploie des auto-inducteurs de la famille des HAQ
1.2.3.2.1. Le HHQ et le PQS sont les principaux auto-inducteurs du systéme pgs

Le éystéme pgs utilise des auto-inducteurs appartenant a la famille des HAQ (Fig.
1.14). P. aeruginosa synthétise une cinquantaine de HAQ (Déziel et al., 2004, Lépine et al.,
2003, Lépine et al., 2004). Néanmoins, le 4-hydroxy-2-heptylquinoline (HHQ) et le 3,4-
dihydroxy-2-heptylquinoline, appelé Pseudomonas quinolone signal (PQS), coﬁstituent les
principaux auto-inducteurs du systéme pgs (Déziel et al., 2004, Pesci et al., 1999, Xiao et al.,
2006a).
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Figure 1.14. Structure chimique des HAQ.

Les HAQ présentent des analogies de structure avec les antibiotiques de la famille des quinolones (Heeb et al.,
2011). Elles se distinguent généralement par la longueur et/ou I’insaturation, en position 1°, de la chaine alkyle
qui les compose. Citons, par exemple, le HHQ et le 4-hydroxy-2-nonylquinoline (HNQ). Ces HAQ peuvent
également é&tre hydroxylées comme, par exemple, le PQS ou N-oxydées a I’image du 4-hydroxy-2-
heptylquinoline N-oxyde (HQNO). D’aprés Déziel et al. (2004).

Outre leur role dans la communication intercellulaire chez P. aeruginosa, de
nombreuses fonctions additionnelles ont été attribuées aux HAQ (Heeb et al., 2011). Elles
sont reconnues, notamment, pour leurs propriétés antimicrobiennes (Déziel ez al., 2004), de
méme que pour leur propriétés anti-respiratoires (Fugere et al., 2014, Hoffman et al., 2006,
Mitchell et al., 2010). Ces propriétés peuvent fournir un avantage compétitif vis-a-vis
d’espéces bactériennes, telles que la bactérie & Gram positif S. aureus, qui colonisent une

méme niche écologique comme, par exemple, les poumons de patients atteints de fibrose
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kystique ol I’on retrouve fréquemment P. aeruginosa. Les HAQ possédent également des
activités immunomodulatrices qui leur permettent d’interférer avec les réponses du systéme
immunitaire de I’'Homme (Hooi ef al., 2004, Kim et al., 2010, Skindersoe et al., 2009). Toutes
ces fonctions sont nécessaires a 1’établissement d’une infection optimale et adéquate et

conferent au systéme pgs un rdle essentiel au cours du processus infectieux.

1.2.3.2.2. Les HAQ dérivent de I’acide anthranilique

L’acide anthranilique constitue le précurseur des différentes HAQ produites par P.
aeruginosa (Calfee et al., 2001, Cao et al., 2001, Déziel et al., 2004, Gallagher et al., 2002).
L’acide anthranilique est synthétisé, soit a partir de 1’acide chorismique via les voies
métaboliques des anthranilate synthases PhnAB et TrpEG, soit & partir du tryptophane viag la
voie métabolique de la kynurénine KynABU (Essar et al., 1990a, Essar et al., 1990b, Farrow
et al., 2007, Kurnasov et al., 2003, Palmer et al., 2013) (Fig. 1.15).
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Figure 1.15. Les différentes voies de biosynthése de I’acide anthranilique chez P. aeruginosa.
Les genes phnAd et phnB codent respectivement les sous-unités o et § de I’anthranilate synthase PhnAB constitutive de la voie métabolique PhnAB responsable de la

biosynthése de 1’acide anthranilique, a partir de I’acide chorismique, nécessaire a la production des diverses HAQ retrouvées chez P. aeruginosa. Les genes trpE et trpG
codent respectivement les sous-unités o et f de I’anthranilate synthase TrpEG constitutive de la voie métabolique TrpEG qui intervient aussi, a partir de I’acide chorismique,
dans la biosynthese de 1'acide anthranilique. L’acide anthranilique provenant de la voie métabolique TrpEG constitue également un intermédiaire de la production du
tryptophane. Les genes kynd, kynB et kynU codent respectivement la tryptophane 2,3-dioxygénase KynA, la kynurénine formamidase KynB et la kynuréninase KynU de la
voie métabolique KynABU impliquée dans la dégradation du tryptophane en acide anthranilique. D’aprés Heeb et al. (2011).
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1.2.3.2.3. L’opéron pgsABCDE code les principales enzymes nécessaires a la biosynthése

des différentes HAQ identifiées chez P. aeruginosa

Une mutagénése transpositionnelle aléatoire du génome de P. aeruginosa PAO1 a
permis d’identifier les génes codant les principales enzymes impliquées dans la biosynthése
des HAQ (Gallagher et al., 2002). Parmi ces génes figurent notamment les génes pgsA4, pgsB,
pgsC, pgsD et pqsE qui sont regroupés au sein d’un opéron, appelé pgsABCDE (Gallagher et
‘al., 2002, McGrath et al., 2004). D’autres geénes, localisés ailleurs sur le génome de P.
aeruginosa PAO1, codent des enzymes qui interviennent également dans la production des
HAQ. Ces genes ‘incluent, en particulier, les génes pgsH et pgsL (D'Argenio et al., 2002,
Déziel et al., 2004, Gallagher ef al., 2002, Lépine et al., 2004). Tous ces génes participent a la
Biosynthése des différentes HAQ spécifiques de P. aeruginosa, a partir de D’acide
anthranilique (Fig. 1.16).
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Figure 1.16. Modéle hypothétique de la voie de biosynthése du HHQ, du PQS et du HQNO a partir de
Pacide anthranilique.

Chez P. aeruginosa, les enzymes PqsA, PgsD et PgsE catalysent la production des différents intermédiaires de la
voie de biosynthése des HAQ telles que le HHQ, le PQS et le HQNO, qui sont synthétisées a partir de 1’acide
anthranilique. L’activation de l’acide anthranilique en anthraniloyl-CoA est catalysée par 1’anthranilate
coenzyme A ligase PgsA (Coleman et al., 2008). PgsD intervient dans la production du 2-aminobenzoylacétyl-
CoA (2-ABA-CoA) issu de la condensation de 1’anthraniloyl-CoA et d’une molécule de malonyl-CoA, un
intermédiaire de la biosynthése des acides gras (Zhang et al., 2008). PgsE agit comme une thioestérase et
catalyse la conversion du 2-ABA-CoA en 2-aminobenzoylacétate (2-ABA) via une réaction d’hydrolyse (Drees
et al., 2015). Les enzymes PgsB et PqsC assurent la production du HHQ & partir de la condensation du 2-ABA .
avec une molécule d’octanoyl-CoA, un intermédiaire de la B-oxydation (Dulcey et al., 2013). Le PQS est issu de
I’hydroxylation du HHQ qui est catalysée par la mono-oxygénase FAD-dépendante PqsH (Déziel et al., 2004,
Gallagher et al., 2002). PgsL, une mono-oxygénase FAD-dépendante, synthétise les HAQ N-oxydes, telles que
le HQNO (D'Argenio et al., 2002, Lépine et al., 2004). D*apres Drees et al. (2015).

Les protéines PgsA, PqsB, PgsC et PgsD sont essentielles a la biosynthése des HAQ

puisque I’inactivation des génes pgs4, pgsB, pqsC ou pgsD se traduit par une suppression de
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la production du HHQ et du PQS (Déziel et al., 2004, Gallagher ef al., 2002). L’absence de la
protéine PqgsE, en revanche, n’affecte la production ni du HHQ ni dﬁ PQS et n’est donc
vraisemblablement pas indispensable a la biosynthése des HAQ (Déziel et al., 2005, Drees et
al., 2015, Farrow et al., 2008, Gallagher et al., 2002, Hazan ef al., 2010). L’hypothése est que
des thioestérases alternatives interviennent dans la production du HHQ et du PQS pour
compenser ’absence de PqsE (Drees et al., 2015). Toutefois, la surexpression du géne pgsE
résulte en une boucle de rétroaction négative du systéme pgs éaractérisée par une forte baisse
de la biosynthése des HAQ, de méme qu’une diminution importante de la transcription de
I’opéron pgsABCDE via un mécanisme de régulation indéterminé (Folch et al., 2013, Hazan

etal., 2010, Rampioni et al., 2016, Rampioni et al., 2010).

1.2.3.2.4. Le régulateur transcriptionnel MvfR contrfle positivement et directement

I’expression de I’opéron pgsABCDE en association avec le HHQ ou le PQS

L’expression de 1’opéron pgsABCDE, ainsi que la biosynthése des HAQ, sont

 essentiellement sous le contrdle d’un régulateur transcriptionﬁel de type LysR, appelé Mv{R
(multiple virulence factor regulator) (Cao et al., 2001, Déziel et al., 2005, Déziel et al., 2004,
Gallagher et al., 2002, McGrath et al., 2004, Wade et al., 2005). L’inactivation du géne mvfR

-(pgsR), codant le régulateur transcriptionnel MvfR (PqsR), et localisé & proximité des génes
Ppqsd, pgsB, pqsC, pgsD et pgsE, se manifeste par une réduction drastique de la transcription
de ’opéron pgsABCDE corrélée a une abolition de la production des HAQ (Fig. 1.17).
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Figure 1.17. Le régulateur transcriptionnel MvfR contrdle positivement et directement I’expression de I’opéron pgsABCDE en association avec le HHQ ou le PQS.
D’apres Xiao et al. (2006b).




Mv1R est constitué de deux domaines fonctionnellement différents : un domaine N-
terminal responsable de la liaison 3 ’ADN contenant un motif protéique hélice-tour-hélice
(HTH) de fixation & ’ADN et un domaine C-terminal impliqué dans la liaison aux HAQ
(Maddocks et al., 2008). Les HAQ, et plus particuliérement le HHQ et le PQS, interagissent
de maniére spécifique avec MvfR (Fig. 1.17). Cette interaction provoque un changement
conformationnel optimisant, de ce fait, I’affinité de MvfR a 1’égard de la région promotrice de
Popéron pgsABCDE au niveau d’une séqueﬁce d’ADN présentant une symétrie dyadique,
appelée boite LysR (Diggle et al., 2007, Fletcher et al., 2007, Ilangovan et al., 2013,
Rampioni ef al., 2016, Wade et al., 2005, Xiao et al., 2006a, Xiao et al., 2006b). Cette boite,
constituée d’une dizaine de paires de bases, est située a une quarantaine de paires de bases en
amont du site d’initiation de la transcription de I’opéron pgsABCDE (Xiao et al., 2006b). Le
HHQ et le PQS agissent donc tels des co-inducteurs de Mv{R, engendrant, en conséquence,
une boucle de rétroaction positive du systéme pgs (Fig. 1.17). Par ailleurs, MvfR, en
association avec le HHQ ou le PQS, contr6le positivement et directement 1’expression de
Topéron phnAB codant 1’anthranilate synthase PhnAB qui intervient dans la production de
I’acide anthranilique nécessaire a la biosynthése de toutes les HAQ identifiées chez P.
aeruginosa (Cao et al., 2001, Déziel et al., 2005, Gallagher et al., 2002).

1.2.3.2.5. L’expression des génes de virulence cibles du systéme pgs est sous le contréle de

la protéine PqsE

Le systéme pgs joue un rdle crucial dans la pathogénicité de P. aeruginosa. A titre
d’exemple, le HHQ et le PQS sont communément détectés dans les poumons de patients
atteints de fibrose kystique chez lesquels P. aeruginosa est responsable d’infections
chroniques ou bien parmi les individus immunodéprimés tels que les grands briilés chez
lesquels P. aeruginosa provoque des infections aigués témoignant de 1’implication de ces
auto-inducteurs dans la virulence bactérienne (Collier et al., 2002, Machan et al., 1992,
Murray et al., 2007). En outre, de nombreux modéles d’infection ont permis de démontrer
expérimentalement I’importance du systéme pgs dans la pathogénicité de P. aeruginosa
(Calfee et al., 2001, Déziel et al., 2005, Gallagher et al., 2002, Hazan et al., 2010, Rampioni
et al., 2010, Xiao et al., 2006a).

Le systétme pgs contrble D’expression d’une large gamme de génes de virulence
y pgq p ge g g

comme, par exemple, les opérons phzAIBICIDIEIFI1G1, phzA2B2C2D2E2F2G2, rhiAB et
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hcnABC, qui codent respectivement les enzymes nécessaires a la biosynthése des phénazines,
des rhamnolipides et du cyanure d’hydrogéne ou encore les génes lecA et lecB, codant
respectivement les lectines LecA et LecB impliquées dans la formation du biofilm chez P.
aeruginosa et donc essentielles a 1’établissement des interactions hote-pathogéne (Cao et al.,
2001, Déziel et al., 2005, Diggle et al., 2003, Gallagher et al., 2002). La protéine PqsE est
considérée comme ’effecteur du systéme pgs et contrdle la synthése et/ou la sécrétion de
I’ensemble des facteurs de virulence cibles du systéme pgs via un mécanisme de modulation
encore inconnu (Farrow et al., 2008, Folch et al., 2013, Guo et al., 2014, Haussler et al.,

2008, Hazan et al., 2010, Rampioni et al., 2016, Rampioni et al., 2010).

1.2.3.3. Les systémes las, rhl et pgs de P. aeruginosa agissent de facon concertée via un

réseau de régulation hiérarchisé

Les systemes las, rhl et pgs coopérent de manieére dynamique et interviennent
successivement dans la régulation de I’expression des génes de virulence cellulaires et
extracellulaires de P. aeruginosa qui sont, ainsi, exprimés différentiellement au cours des
étapes précoces et tardives du processus infectieux (Juhas et al., 2005, Le Berre et al., 2006,
Venturi, 2006). Les systémes las et rhl agissent directement sur 1’expression de 1’opéron
pgsABCDE et indirectement via le régulateur transcriptionnel MvfR (Brouwer ef al., 2014,
Gilbert et al., 2009, McGrath et al., 2004, McKnight et al., 2000, Wade et al., 2005, Wurtzel
et al., 2012, Xiao et al., 2006b). L’expression du géne pgsH, qui code la mono-oxygénase
FAD-dépendante PqsH responsable de la conversion du HHQ en PQS chez P. aeruginosa (cf.
la Figure 1.16 présentée a la section 1.2.3.2.3), est également sous le contrdle des régulateurs
transcriptionnels LasR et RhIR assurant une production successive de ces auto-inducteurs
(Dekimpe et al., 2009, Déziel et al., 2004, Diggle et al., 2003, Gallagher et al., 2002, Lépine
et al., 2003). En revanche, ni la biosynthése des AHL produites via les synthases LasI et RhlI,
ni ’expression des génes lasl et rhll ne sont sous le contrble du systéme pgs (Déziel et al.,
2005).

A Pheure actuelle, les systémes las, rhl et pgs figurent parmi les systémes de
communication intercellulaire les mieux compris et les plus étudiés (Diggle e al., 2006a,
Dubern et al., 2008, Jimenez et al., 2012, Le Berre et al., 2006, Ruimy et al., 2004). Pour
cette raison, la bactérie P. aeruginosa constitue un modéle de référence pour I’analyse de

réseaux de régulation complexes chez d’autres espéces bactériennes.
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1.3. La communication intercellulaire chez les espéces bactériennes

appartenant au genre Burkholderia

1.3.1. Le genre Burkholderia

Le genre  Burkholderia
englobe des especes bactériennes
écologiquement, métaboliquement et
morphologiquement diversifiées qui
colonisent une large  gamme
d’habitats incluant les sols, les eaux,
les insectes, les plantes ou encore les
animaux (Coenye et al., 2003,
Compant et al., 2008, Depoorter et
al., 2016, Eberl et al., 2016, Vial et
al., 2007, Yabuuchi et al., 1992) (Fig.
1.18). Il existe des bactéries non
pathogenes parmi lesquelles figurent
notamment les membres du groupe
Pbe (plant-associated beneficial and
environmental), des agents

zoopathogenes tels que les membres

du complexe Bcc (Burkholderia

cepacia complex) et les membres du
groupe Bptm (Burkholderia
pseudomallei-thailandensis-mallei)
ainsi que des agents phytopathogenes
comme, par exemple, les especes
bactériennes Burkholderia plantarii,
Burkholderia andropogonis et
Burkholderia caryophylli (Eberl et
al., 2016) (Fig. 1.18).
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Figure 1.18. Arbre phylogénétique basé sur PARNr 16S démontrant la diversité des espéces bactériennes

qui appartiennent au genre Burkholderia.
D’apres Eberl et al. (2016).




1.3.2. Les especes bactériennes du genre Burkholderia possédent de multiples

systémes de quorum sensing qui utilisent des auto-inducteurs appartenant a la
famille des AHL

1.3.2.1. Le quorum sensing au sein des membres du groupe Phe

Les bactéries constitutives du groupe Pbe sont essentiellement i'solé’es de
I’environnement. Elles sont notamment présentes dans les sols ou elles interviennent dans la
dégradation de composés récalcitrants (les polychlorebiphényles [PCB], les trichloroéthylénes
[TCE], les hydrocarbures aromatiques polycycliques [HAP] etc.) et, en particuiier, au niveau
de la rhizosphére des plantes (Coenye et al., 2004, Eberl et al., 2016, Goris et al., 2004,
Perez-Pantoja et al., 2013, Suarez-Moreno et al., 2012, Vanlaere et al., 2008). Certaines
d’entre elles sont, par ailleurs, capables d’induire la formation de nodules chez les
légumineuses, de produire des molécules antifongiques, de fixer ’azote atmosphérique et de
promouvoir la croissance des plantes (Caballero-Mellado et al., 2004, Caballero-Mellado et
al., 2007, Eberl et al., 2016, Onofre-Lemus et al., 2009, Reis et al., 2004, Suarez-Moreno et
al., 2012, Vandamme et al., 2007). Par conséquent, la compréhension des mécanismes de
régulation sous-jacents constitue un enjeu majeur pouvant aboutir & des applications
biotechnologiques dans de nombreux domaines tels que le biocontréle, la biofertilisation ou

encore la bioremédiation.

La communication intercellulaire, chez les membres du groupe Pbe, intervient dans de
nombreux processus cellulaires parmi lesquelles figurent la dégradation de composés
aromatiques, la colonisation des plantes, la production d’exopolysaccharides et la formation
du biofilm (Coutinho et al., 2013, Suarez-Moreno et al., 2012, Suarez-Moreno et al., 2010).
Les membres du groupe Pbe, a ’image de la bactérie Burkholderia kururiensis (cf. 1a Figure
1.18 présentée a la section 1.3.1), disposent globalement d’un unique systéme de quorum
sensing : le systtme Bral/BraR. Ce systéme de régulation est homologue au systéme
LuxI/LuxR et emploie, de ce fait, des auto-inducteurs appartenant & la famille des AHL.
D’autre part, certains membres du groupe Pbe tels que les especes bactériennes Burkholderia
xenovorans, Burkholderia graminis ou encore Burkholderia phytofirmans contiennent un
systéme de quorum sensing supplémentaire (Suarez-Moreno et al., 2012, Suarez-Moreno et
al., 2010). Les membres du groupe Pbe possédent aussi des régulateurs transcriptionnels de

type LuxR orphelins qui ne sont pas, a proprement parler, constitutifs d’un systéme de
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quorum sensing et, pour cette raison, ne possédent pas d’auto-inducteur propre (Suarez-

Moreno et al., 2012, Suarez-Moreno et al., 2010).

1.3.2.1.1. La 30C;,-HSL est le principal auto-inducteur du systéme de quorum sensing
Bral/BraR chez B. kururiensis

La synthase Bral est responsable de la biosynthése de la 30C;,-HSL chez B.
kururiensis M130 puisque I’inactivation du géne bral résulte en une abolition de la production
de cette AHL (Suarez-Moreno et al., 2008). Bral catalyse la synthése d’autres AHL parmi
lesquelles figurent notamment la 30C¢-HSL, la 30Cs-HSL ainsi que la N-(3-oxo0-décanoyl)-
L-homosérine lactone (30C;o-HSL) (Suarez-Moreno et al., 2008).‘ Le régulateur
transcriptionnel BraR, conjointement avec la 30C,-HSL, contrble positivement et
directement 1’expression du géne bral, créant, ainsi, une boucle de rétroaction positive du
systtme Bral/BraR (Fig. 1.19). En effet, Suarez-Moreno et al. (2008) ont rapporté que
I’inactivation du géne braR provoque une réduction drastique de la biosynthese de la 30C;,-
HSL chez B. kururiensis M130. BraR agit en association avec des AHL additionnelles
comme, par exemple, la N-(3-oxo-tétradécanoyl)-L-homosérine lactone (30Cy4-HSL) et la N-
(3-oxo-hexadécanoyl)-L-homosérine lactone (30C;6-HSL) (Suarez-Moreno et al., 2008,
Suarez-Moreno et al., 2010).
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Figure 1.19. Mécanisme de régulation hypothétique de la production de la 30C;,-HSL via le systéme
Bral/BraR chez B. kururiensis M130.

La région promotrice du gene bral de B. kururiensis M130 contient une boite /ux putative
(CACCTATCCAGGTAGGTAGGTA) susceptible d’étre reconnue spécifiquement par le régulateur
transcriptionnel BraR (Suarez-Moreno et al., 2010).

1.3.2.1.2. La protéine Rsal est un important répresseur de la biosynthese de la 30C;,-HSL

chez B. kururiensis

Les génes bral et braR sont transcrits dans la méme direction et sont séparés par un
homologue du geéne rsal codant une protéine régulatrice de type Rsal. initialement
caractérisée chez P. aeruginosa (cf. la Figure 1.12 présentée a la section 1.2.3.1.1), et que
I’on retrouve de maniére ubiquitaire parmi les membres du groupe Pbe (Choudhary et al.,
2013, Gelencsér et al., 2012) (Fig. 1.19). Chez B. kururiensis M130, RsalL joue un rdle
essentiel dans la modulation du systéme Bral/BraR puisque 1’absence de cette protéine se
traduit par une surproduction de la 30C;;-HSL (Suarez-Moreno et al., 2008). Les
concentrations de cette AHL sont de 1’ordre du nM dans des cultures de la souche sauvage
tandis qu’elles sont de I’ordre du uM dans des cultures du mutant rsaL- (Suarez-Moreno et
al., 2008). L’hypothése est que Rsal. se comporte comme un interrupteur permettant
d’allumer ou bien d’éteindre instantanément le systéeme Bral/BraR lorsque les conditions
environnementales ’exigent (Suarez-Moreno et al., 2008). Par ailleurs, Suarez-Moreno ef al.
(2008) ont démontré que le complexe BraR/30C,-HSL contrdle positivement et directement
la transcription du géne rsal possiblement responsable d’une boucle de rétroaction négative

du systéme Bral/BraR (Fig. 1.19).
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1.3.2.2. Le quorum sensing au sein des membres du complexe Bcc

Les bactéries appartenant au complexe Bcc sont rencontrées dans des milieux variés
tels les sols et, plus particuliérement, au sein de la rhizosphére des plantes (le riz [Oryza
satival, le mais [Zea mays], le pois [Pisum sativum] etc.) ou elles sont susceptibles, par
exemple, de promouvoir leur croissance et constituent, en conséquence, des candidats
attractifs pour des applications biotechnologiques (Coenye et al., 2003, Eberl et al., 2016,
Vial et al., 2011). Toutefois, elles représentent un probleme en santé publique (Chiarini et al.,
2006). En effet, les bactéries appartenant au complexe Bcc sont des agents pathogeénes
opportunistes responsables d’infections pulmonaires éventuellement mortelles chez les
patients atteints de fibrose kystique ou chez les individus souffrant de la granulomatose
septique chronique (Eberl, 2006b, Eberl et al., 2016, Mahenthiralingam et al, 2005a,
Mabhenthiralingam et al., 2005b, Venturi et al., 2004). De plus, elles sont résistantes a de

nombreux antibiotiques et antiseptiques (Nzula et al., 2002).

La communication intercelluiaire, chez les membres du complexe Bcc, intervient dans
de nombreux processus cellulaires parmi lesquels figurent, en particulier, la pathogénicité
(Aguilar et al., 2003a, Aguilar et al., 2003b, Baldwin et al., 2004, Bernier et al., 2003,
Chapalain et al., 2013, Eberl, 2006b, Huber et al., 2001, Inhiilsen, 2011, Xooi ef al., 2006,
Kothe et al., 2003, Lewenza et al., 1999, Lewenza et al., 2001, Riedel et al., 2003, Sokol et
al., 2003, Sousa et al., 2017, Venturi et al., 2004, Vial et al., 2007, Wopperer et al., 2006). ‘
Les membres du complexe Bcc, a I’image de la bactérie Burkholderia multivorans (cf. la
Figure 1.18 présentée a la section 1.3.1), possédent généralement un unique systéme de
quorum sensing de type LuxI/LuxR utilisant des auto-inducteurs qui appartiennent a la famille
des AHL : le systéme Cepl/CepR. Par ailleurs, certains membres du complexe Bcc comme,
par exemple, les espéces bactériennes B. cenocepacia, Burkholderia vietnamiensis ou encore
Burkholderia ambifaria disposent d’un systéme de quorum sensing supplémentaire (Baldwin
et al., 2004, Chapalain et al., 2017, Conway et al., 2002, Eberl, 2006b, Gotschlich et al.,
2001, Lutter et al., 2001, Malott et al., 2005, Malott et al., 2007, Venturi et al., 2004, Yao et
al., 2002). Les membres du complexe Bcc contiennent également des régulateurs
transcriptionnels orphelins (Inhiilsen, 2011, Malott et al., 2009, O'Grady ef al., 2012).
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1.3.2.2.1. La Cg-HSL est le principal auto-inducteur du systéme Cepl/CepR chez les

bactéries appartenant au complexe Bcc

Le systéme Cepl/CepR est composé de la synthase Cepl, qui catalyse la synthése de la
Cs-HSL, et du régulateur transcriptionnel CepR, qui contrdle positivement et directement
I’expression du géne cepl en association avec la Cg-HSL via une boite /ux putative
(ACCCTGTAAGAGTTACCAGTTA) présente dans la région promotrice de ce geéne, créant,
ainsi, une boucle de rétroaction positive du systétme Cepl/CepR (Aguilar et al., 2003a,
Chambers et al., 2006, Conway et al., 2002, Eberl, 2006b, Gotschlich et al., 2001, Huber et
al., 2001, Lewenza et al., 1999, Lewenza et al., 2001, Lutter et al., 2001, O'Grady et al.,
2009, Venturi et al., 2004, Wei et al., 2011, Weingart et al., 2005) (cf. la Figure 1.22
présentée a la section 1.3.2.2.2). En outre, la transcription du géne cepR est contrdlée
négativement et directement via le complexe CepR/Cs-HSL responsable d’une boucle de
rétroaction négative du systéme Cepl/CepR (Lewenza et al., 2001, Malott et al., 2005, Malott
et al., 2007) (cf. la Figure 1.22 présentée a la section 1.3.2.2.2).

1.3.2.2.2. La protéine RsaM est un important répresseur de la biosynthése de la Cg-HSL

chez les bactéries appartenant au complexe Bcc

Les protéines de type RsaM représentent, & I’instar des protéines de type Rsal, des
inhibiteurs majeurs de la biosynthése des AHL (Mattiuzzo et al., 2011, Venturi et al., 2011)
(Fig. 1.20).
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Figure 1.20. Modéle hypothétique de la régulation de la biosynthése des AHL chez le pathogéne du riz P.
fuscovaginae.

P. fuscovaginae posseéde deux systemes de quorum sensing de type LuxI/LuxR : les systémes PfvI/PfvR et
PfsI/PfsR. Le régulateur transcriptionnel PfvR active directement I’expression du géne pfvl en interagissant avec
la région promotrice de ce gene (Mattiuzzo et al.,, 2011). Cette interaction nécessite des AHL telles que la
30C,,-HSL et la 30C,,-HSL, qui sont produites par I'intermédiaire de la synthase Pfvl. Le systéme PfvI/PfvR
contient également une protéine de type Rsal qui inhibe la transcription du géne pfv/ via un mécanisme de
régulation encore inconnu (Mattiuzzo et al., 2011). Le régulateur transcriptionnel PfsR interagit avec la région
promotrice du geéne pfs/ et stimule directement la transcription de ce géne (Mattiuzzo et al., 2011). Cette
interaction requiert des AHL comme, par exemple, la N-(décanoyl)-L-homosérine lactone (C;,-HSL) et la N-
(dodécanoyl)-L-homosérine lactone (C,-HSL), qui sont synthétisées par I’'intermédiaire de la synthase Pfsl. Le
systeme PfsI/PfsR contient également une protéine de type RsaM qui réprime I’expression des génes pfs/ et pfvl
via un mécanisme de modulation indéterminé (Mattiuzzo et al., 2011). D’aprés Venturi ef al. (2011).

D’autre part, une analyse transcriptomique comparative de la souche sauvage et d’un
mutant rsaM- de P. fuscovaginae UPB0736 a permis de mettre en exergue que la protéine
RsaM constitue un régulateur global de I’expression génique (Uzelac et al., 2017). 1l apparait
que cette protéine affecte la transcription d’une large variété de geénes parmi lesquels figurent,

entre autres, des genes cibles du quorum sensing (Fig. 1.21).
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Figure 1.21. Diagramme de Venn représentant la proportion de génes dont la transcription est activée
et/ou inhibée par la protéine RsaM ainsi que la proportion de génes dont I’expression est stimulée et/ou
réprimée par les systémes PfvI/PfvR et PfsI/PfsR chez P. fuscovaginae UPB0736.

D’aprés Uzelac et al. (2017).

Chez les especes bactériennes du genre Burkholderia, les protéines de type RsaM ont
¢été notamment décrites pour leur role dans la régulation de processus cellulaires sous le
contrdle du quorum sensing (Chen et al., 2012). Chez B. cenocepacia H111, RsaM est un
important répresseur de la biosynthése de la Cg-HSL (Inhiilsen, 2011). Toutefois, le
mécanisme de régulation sous-jacent est encore inconnu (Fig. 1.22). Selon les travaux
préliminaire de Inhiilsen (2011), RsaM stimule la transcription des génes cepl et cepR, de
méme que I’expression du gene cepR2, codant le régulateur transcriptionnel de type LuxR
orphelin CepR2. En outre, des recherches bioinformatiques indiquent que la séquence en
acides aminés de RsaM ne présente aucune homologie significative avec des protéines
fonctionnellement caractérisées et suggérent, donc, que cette protéine appartient a une
nouvelle classe de régulateurs transcriptionnels (Michalska et al., 2014). Notons, également,
que la transcription du géne rsaM est contr6lée via le quorum sensing chez B. cenocepacia
K56-2 (O'Grady et al., 2009, Wei et al., 2011). En effet, le complexe CepR/Cg-HSL active
directement I’expression du géne rsaM par l’intermédiaire d’une boite /ux putative
(ACGCTGTCATACTTGTCAGGTT) présente dans la région promotrice de ce geéne (Fig.
1.22).
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Figure 1.22. Mécanisme de régulation hypothétique de la production de la Cg-HSL via le systéme
Cepl/CepR chez les bactéries appartenant au complexe Bcc.

Les geénes cepl et cepR sont transcrits dans la méme direction et sont séparés par un homologue du geéne rsaM
codant une protéine régulatrice de type RsaM initialement caractérisée chez P. fuscovaginae (Mattiuzzo et al.,
2011, Uzelac et al., 2017, Venturi et al., 2011), et que I’on retrouve de maniére ubiquitaire parmi les membres
du complexe Bce (Choudhary et al., 2013, Gelencsér et al., 2012).

1.3.2.3. Le quorum sensing au sein des membres du groupe Bptmn

1.3.2.3.1. Les membres du groupe Bptm sont génétiquement, physiologiquement et

biochimiquement similaires mais présentent des modes de vie divergents

Le groupe Bptm est composé des espéces bactériennes pathogenes Burkholderia
pseudomallei et Burkholderia mallei ainsi que de la bactérie non pathogéne Burkholderia

thailandensis (Majerczyk et al., 2013a).

1.3.2.3.1.1. Les génomes de B. thailandensis, de B. pseudomallei et de B. mallei sont

hautement conservés

B. thailandensis et B. pseudomallei dérivent d’un ancétre commun (Ong et al., 2004).
Leurs génomes sont hautement conservés (Yu et al, 2006). Elles possedent
approximativement 85% de génes communs (Yu ef al., 2006). Les quelques genes spécifiques
qu’elles possédent sont présents dans des ilots génomiques ou dans des séquences codantes

homologues qui contiennent des répétitions de séquences simples entrainant la formation de
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pseudogénes (Holden ef al., 2004, Yu et al., 2006). Les autres différences génomiques
incluent ’acquisition de déterminants de virulence chez B. pseudomallei, 4 inversions
génomiques & grande échelle, ainsi que des facteurs conférant des capacités métaboliques
divergentes (Yu et al., 2006). A titre d’exemple, B. thailandensis peut assimiler I’arabinose,

ce qui n’est pas le cas de B. pseudomallei (Smith et al., 1997).

B. mallei aurait évolué a partir d’un isolat de B. pseudomallei suite & une infection
animale (Godoy et al., 2003, Ong et al., 2004). L’expansion des séquences d’insertion
génomique aurait ensuite facilité de nombreux événements de délétions responsables de
I’évolution réductrice du génome de B. mallei (Godoy et al., 2003, Nierman et al., 2004). En
effet, B. mallei a perdu plus de 1000 génes vis-a-vis de B. pseudomallei. L’hypothése est que
de nombreux génes nécessaires a la survie dans ’environnement ont été perdus, tandis que
ceux >qui sont importants pour la survie dans I’héte ont été maintenus compte tenu que B.
mallei a été exclusivement isolée a partir d’animaux- infectés (Gregory et al., 2008, Nierman
et al., 2004). Comparativement a B. thailandensis et a B. pseudomallei, B. mallei posséde peu
de genes spécifiques, suggérant que 1’hdte n’offre pas beaucoup de possibilités d’acquisition
de génes (Losada et al., 2010). Notons, néanmoins, que le génome de B. mallei présente une
grande plasticité en raison de nombreuses séquences d’insertion génomique, a 1’origine de la
réduction du génome de B. mallei, et de nombreuses répétitions de séquences simples qui

facilitent les recombinaisons homologues (Losada et al., 2010, Nierman et al., 2004).

B. thailandensis, B. pseudomallei et B. mallei possédent deux chromosomes (Tableau
1.1). Le chromosome I code des fonctions principales associées au métabolisme central ainsi
qu’a la croissance cellulaire (Holden et al., 2004, Nierman et al., 2004, Yu et al., 2006).
Citons, par exemple, la biosynthése des macromolécules, le métabolisme des acides aminés,
la chimiotaxie ou encore la mobilité. Le chromosome II code des fonctions secondaires
associées a ’adaptation et a la survie aux différentes niches écologiques (Holden et al., 2004,
Nierman et al., 2004, Yu et al., 2006). Citons, par exemple, la protection osmotique,

I’acquisition du fer, la régulation ou encore le métabolisme secondaire.
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Tableau 1.1. Caractéristiques génomiques de B. thailandensis E264, de B. pseudomallei K96243 et de B.
mallei ATCC 23344,

B. thailandensis B. pseudomallei B. mallei

Chromosome I

Nombre de génes 3343 3529 3047

Taille 3 809 201 pb 4 074 542 pb 3510148 pb

Teneur en GC 67,3% 67,7% 68,2%
Chromosome II

Nombre de génes 2370 2406 2044

Taille 2914771 pb 3173 005 pb 2325379 pb

Teneur en GC - 68,1% 68,5% 69,0%

1.3.2.3.1.2. Les différents styles de vie de B. thailandensis, de B. pseudomallei et de B.

mallei

B. thailandensis et B. pseudomallei sont des bactéries saprophytes  retrouvées
fréquemment dans les sols (i.e. les boues et les sédiments) et les eaux (i.e. les marigots, les
rizieres, les eaux stagnantes et les berges) dans les régionsiropicales et subtropicales du
monde comme, par exemple, le sud-est de 1’Asie, le nord de 1’ Australie, I’ Amérique du Sud,
le Moyen-Orient et quelques régions en Afrique (Brett ef al., 1998, Cheng et al., 2005a,
Wiersinga et al., 2006). B. pseudomallei est, par ailleurs, un pathogéne opportuniste
responsable de la mélioidose chez I’Homme et chez d’autres mammiféres (i.e. le mouton, la
chévre, le cheval, le porc, le singe et les rongeurs), une maladie affaiblissante éventuellement
mortelle et endémique dans le sud-est de I’Asie et dans le nord de 1’ Australie (Cheng et al.,
2005a, Raja et al.; 2005, Wiersinga et al., 2012, Wiersinga et al., 2006). Parmi les facteurs
favorisants ou aggravants le développement de la mélioidose figurent notamment I’infection
rénale chronique, I’alcoolisme, la fibrose kystique, le déficit immunitaire et, en particuiier, le
diabéte (Currie et al., 2010, Holland et al., 2002, O'Carroll et al., 2003, SuputtamongkoI et
al., 1999). La mélioidose se manifeste le plus souvent par la formation d'abeés sur les organes
internes. Toutefois, une pneumonie est rapportée pour environ la moitié des cas aigus et
subaigus (Leelarasamee, 2004). Elle se contracte par inhalation, par ingestion ou via des
lésions cutanées souillées par de la terre ou de ’eau contaminée (Wiersinga et al., 2012). Elle
peut provoquer une infection aigué€ sévére ou persister pendant des mois, voire jusqu’a des

années sous une forme latente (Lazar Adler et al., 2009). Les formes asymptomatiques et
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localisées de la mélioidose ont des taux de mortalité inférieurs a 10%. Cependént, le taux de
mortalité de la mélioidose septicémique disséminée (impliquant plusieurs organes) est de 90%
(Leelarasamee, 2004). Le diagnostic et le traitement de la mélioidose sont difficiles en raison
des divers symptomes qu’elle présente et de la multirésistance intrinséque de B. pseudomallei
attribuée 4 la présence de nombreuses pompes a efflux (Podnecky et al., 2015). Un traitement
efficace implique un régime antibiotique oral et intraveineux de plusieurs semaines
(Leelarasamee, 2004). Dans les régions ou elle est endémique, 1’incidence de la mélioidose
augmente et elle représehte désormais la troisiéme cause la plus fréquente de décés d'une
maladie infectieuse aprés le syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) et la

tuberculose dans le nord-est de la Thailande (Limmathurotsakul et al., 2010).

Alors qu’elle peut étre retrouvée dans les régions endémiques de B. thailandensis et de
B. pseudomallei, B. mallei présente un mode de vie nettement différent. En effet, B. mallei est
une bactérie zoopathogéne obligatoire exclusivement isolée a partir d’animaux infectés
(DeShazer et al., 2005). Elle est ’agent étiologique de la morve (Waag et al., 2005, Whitlock
et al., 2007) et infecte les équidés (i.e. les chevaux, les 4nes et les zeébres) ainsi que les
solipedes (i.e. les chevaux, les mulets et les &nes) chez lesquels elle est responsable
d’infections aigués (DeShazer et al., 2005). Elle peut également provoquer des infections
chroniques chez I’Homme (e.g. les vétérinaires, les travailleurs d’abattoir, les scientifiques de
laboratoire) (DeShazer et al., 2005). B. mallei présente un tropisme pour les mémes organes
que B. pseudomallei, & savoir le foie, les poumons et la rate, dans des organismes mod¢les de
1aboratoir§a (Fritz et al., 2000, Fritz et al., 1999, Gauthier et al., 2001, Hoppe et al., 1999,
Lever et al., 2003, West et al., 2008).

1.3.2.3.1.3. La pathogénicité de B. pseudomallei et de B. mallei est multifactorielle

B. pseudomdllei et B. mallei possédent de multiples facteurs de survie et/ou de
virulence. Parmi les facteurs de survie figurent la réponse aux stress, la mobilité et la
chimiotaxie, la résistance aux antibiotiques ou encore le métabolisme secondaire (Holden et
al., 2004). Les métabolites secondaires incluent des sidérophores tels que la malléobactine
(Franke et al., 2013) et des antibiotiques tels que les bactobolines qui peuvent fournir un
avantage compétitif vis-a-vis d’autres espéces bactériennes colonisant une méme niche
écologique (Carr et al., 2011, Chandler et al., 2012a, Chandler et al., 2012b, Duerkop et al.,

2009, Seyedsayamdost et al., 2010) ainsi que des molécules cytotoxiques comme, par
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exemple, la malléilactone (Biggins et al., 2012, Truong ef al., 2015), la thailandamide (Ishida
et al., 2010) et les rhamnolipides (Dubeau et al., 2009). Parmi les facteurs de virulence
figurent des polysaccharides capsulaires et des lipopolysaccharides, des pili de type IV et des
pili de type fimbriae, des adhésines qui sont susceptibles d’influencer les interactions héte-
pathogene, des systémes de sécrétion de type III et des systémes de sécrétion de type VI ou
encore des enzymes extracellulaires comme, par exemple, les phospholipases C qui peuvent
décomposer les tissus de I’h6te (DeShazer et al., 2001, Galyov ef al., 2010, Holden et al.,
2004, Schell et al., 2007, Ulrich et al., 2004a). Notons, également, que le quorum sensing
joue un role important dans la pathogénicité de B. pseudomallei et de B. mallei. 1l intervient,
entre autres, dans leur mode de vie intracellulaire, dans leur échappement aux réponses
immunitaires de I’h6te et dans leur persistance in vivo (Horton ef al., 2013, Majerczyk et al.,
2013b).

1.3.2.3.1.4. B. pseudomallei et B. mallei . des armes biologiques potentielles

B. pseudomallei et B. mallei sont classés comme des agents de catégorie B dans la liste
des agents de bioterrorisme du CDC (Centers for Disease Control and Prevention) compte
tenu qu’elles sont hautement infectieuses, qu’elles provoquent des maladies humaines sévéres
et qu’elles sont résistantes 4 de nombreux antibiotiques tels que la pénicilline, I’ampicilline et
les aminosides (Cheng et al., 2005b, Rotz et al., 2002, Wiersinga et al., 2006). De plus, il

n’existe, a ce jour, aucune option de vaccination.

1.3.2.3.1.5.  B. thailandensis : un modéle de substitution pour 1’étude de B. pseudomallei et
de B. mallei

Bien qu’étroitement apparentée aux pathogénes humains B. pseudomallei et B. mallei
(cf. la Figure 1.18 présentée & la section 1.3.1), B. thailandensis ne constitue pas un
pathogéne de I’Homme et, pour cette raison, sa manipulation ne requiert pas un laboratoire
disposant d’un confinement biosécuritaire de niveau 3 contrairement a B. pseudomallei et & B.
mallei (Brett et al., 1997, Brett et al., 1998, Wuthiekanun et al., 1996, Yu et al., 2006). B.
thailandensis est donc couramment utilisée comme modeéle de substitution pour 1'étude de B.
pseudomallei et de B. mallei afin de faciliter et d’accélérer I’expérimentation (Haraga et al.,
2008, Hasselbring et al., 2011, Pilatova et al., 2012, West et al., 2008). En revanche, B.
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thailandensis est infectieuse chez un large éventail d’organismes modeles de laboratoire (e.g.
les insectes [Galleria mellonella], les mammiféres [Mesocricetus auratus], les protozoaires
[D. discoideum)], les nématodes [C. elegans] et les plantes [Pereskia aculeata)) (Brett et al.,
1997, Chandler ef al., 2009, Haraga et al., 2008, Hassélbring et al., 2011, Ishida et al., 2010,
Jeddeloh et al., 2003, Mao et al., 2017, Molchanova et al., 2015, Pilatova et al., 2012, Wand
etal., 2011, West et al., 2008).

1.3.2.3.2. Les systemes de quorum sensing parmi les espéces bactériennes B. thailandensis,

B. pseudomallei et B. mallei

Les membres du groupe Bptm disposent de multiples systémes de quorum sensing qui
figurent actuellement parmi les systémes de communication intercellulaire les plus complexes
que ’on peut retrouver chez les bactéries (Majerczyk et al., 2013a). Trois systémes de
quorum sensing coexistent chez B. thailandensis : les systémes Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et
Btal3/BtaR3 (Ulrich et al., 2004d). Les synthases de type LuxI, Btall, Btal2 et Btal3, sont
codés par les génes btall, btal? et btal3, respectivement (Fig. 1.23A). Les régulateurs
transcriptionnels de type LuxR, BtaR1, BtaR2 et BtaR3, sont codés par les génes bfaRl,
btaR2 et btaR3, respectivement (Fig. 1.23A). Par ailleurs, B. pseudomallei posséde
pareillement trois systémes de quorum sensing de type LuxI/LuxR : les systémes Bpsl/BpsR,
BpsI2/BpsR2 et BpsI3/BpsR3 (Ulrich et al., 2004b). Les génes bpsl, bpsi2 et bpsI3 codent
respectivement les synthases Bpsl, BpsI2 et BpsI3, tandis que les génes bpsR, bpsR2 et bpsR3
codent respectivement les régulateurs transcriptionnels BpsR, BpsR2 et BpsR3 (Fig. 1.23B).
B. mallei, en revanche, posséde seulement deux systémes de quorum sensing de type
LuxI/LuxR : les systémes Bmall/BmaR1 et Bmal3/BmaR3 (Ulrich ef al., 20040). Les génes
bmall et bmal3 codent respectivement les synthases Bmall et Bmal3, alors que les génes
bmaR1 et bmaR3 codent respectivement les régulateurs transcriptionnels BmaR1 et BmaR3
(Fig. 1.23C).
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Figure 1.23. Localisation chromosomique (A) des génes btall/btaR1, btal2/btaR2 et btal3/btaR3 de B.
thailandensis E264, (B) des génes bpsl/bpsR, bpsI2/bpsR2 et bpsI3/bpsR3 de B. pseudomallei K96243 ainsi
que (C) des génes bmall/bmaR1 et bmal3/bmaR3 de B. mallei ATCC 23344.
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1.3.2.3.2.1. Les systémes de quorum sensing présents chez les membres du groupe Bptm

emploient des auto-inducteurs de la famille des AHL

Les systémes de quorum sensing présents au sein des membres du groupe Bptm
utilisent des auto-inducteurs qui appartiennent a la famille des AHL. Les AHL produites chez
B. thdilandensis, chez B. pseudomallei et chez B. mallei peuvent étre différentes d’une espéce
bactérienne a I’autre, ainsi qu’au sein d’une méme espéce bactérienne. Ces différences
s’expliquent, entre autres, par la sensibilité et la spécificité des techniques employées pour la
détection des AHL. A titre d’exemple, Ulrich et al. (2004d) ont rapporté que la souche
bactérienne B. thailandensis DW503 produit des AHL, & savoir de la N-(hexanoyl)-L-
homosérine lactone (C¢-HSL), de la Cg-HSL et de la Cyo-HSL. Toutefois, utilisation de
biorapporteurs spécifiques pour ’identification des AHL retrouvées chez B. thailandensis
DW503 implique que d’autres auto-inducteurs pourraient étre synthétisés via les systémes
Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3 (Ulrich et al., 2004d). En outre, une mutation,
affectant une pompe a efflux de type AmrAB-OprA et ayant pour but d’accroitre la sensibilité
aux antibiotiques et, ainsi, de faciliter les manipulations génétiques, est présente dans le
génome de B. thailandensis DW503 (Burthick et al., 2001). L’hypothése est que cette
mutation est susceptible d’impacter le métabolisme et/ou le transport des AHL ayant pour
conséquence de biaiser les interprétations relatives a 1’effet des systémes Btall/BtaRl,
Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3, éntre autres, sur la production de ces auto-inducteurs, et ce, aussi
bien qualitativement que quantitativement (Chandler ef al., 2009). En effet, les analyses, par
spectrométrie de masse, des AHL produites chez la souche bactérienne B. thailandensis E264
révélent que la Cg-HSL, la 30HCg-HSL et la 30HC,o-HSL sont, en fait, les principales AHL
synthétisées via les systémes Btall/BtaR1, BtaIZthaR2 et Btal3/BtaR3 (cf. la Figure 1.4
présentée a la section 1.1.3.1). Notons, également, que B. thailandensis E264 produit, de
fagon majoritaire, de la 30HC;(-HSL ainsi que de la Cg-HSL et de la 30HCg-HSL, moins
abondamment (Chandler et al., 2009, Duerkop et al., 2009, Majerczyk et al., 2014a) (Fig.
1.24).
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Figure 1.24. Concentrations des principales AHL détectées par spectrométrie de masse chez B.
thailandensis E264 au cours de la phase stationnaire de la croissance bactérienne.
D’aprés Majerczyk et al. (2014a).

Valade et al. (2004) ont rapporté que la C;o-HSL est I'unique AHL retrouvée chez la
souche bactérienne B. pseudomallei 008 via I’utilisation de biorapporteurs spécifiques. En
revanche, des analyses, par spectrométrie de masse, ont permis de mettre en exergue que la
souche bactérienne B. pseudomallei DD503 synthétise de la Cs-HSL, de la 30HCg-HSL, de la
C10-HSL, de la 30HC,-HSL ainsi que de la 30C4-HSL (Ulrich et al., 2004b), tandis que la
souche bactérienne B. pseudomallei PP844 synthétise de la Cg-HSL, de la 30Cg-HSL, de la
30HCg-HSL, de la Cyp-HSL, de la 30HC,)-HSL de méme que de la N-(3-hydroxy-
dodécanoyl)-L-homosérine lactone (30HC,-HSL) (Lumjiaktase et al., 2006). Similairement,
Gamage et al. (2011) ont démontré que les systémes Bpsl/BpsR, BpsI2/BpsR2 et
BpsI3/BpsR3, chez les souches bactériennes B. pseudomallei H11, B. pseudomallei K96243 et
B. pseudomallei KHW, produisent notamment de la Cg-HSL, de la 30HCs-HSL et de la
30HC,o-HSL (Tableau 1.2).
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Tableau 1.2. Comparaison des proportions des différentes AHL identifiées par spectrométrie de masse
chez les souches bactériennes B. pseudomallei H11, B. pseudomallei K96243 et B. pseudomallei KHW au
cours de la phase stationnaire de la croissance bactérienne. D’aprés Gamage ef al. (2011).

H11 K96243 KHW
Cs-HSL (N-(octanoyl)-L-homosérine lactone) 95,3% 95,6% 96,1%
30HC;s-HSL (V-(3-hydroxy-octanoyl)-L-homosérine lactone) 0,2% 3,4% 1,7%
C10-HSL (N-(décanoyl)-L-homosérine lactone) 0,4% 0,0% 0,0%
30HC;p-HSL (N-(3-hydroxy-décanoyl)-L-homosérine lactone) 3,9% 1,0% 2,2%
30HC,,-HSL (N-(3-hydroxy-dodécanoyl)-L-homosérine lactone) 0,2% 0,0% 0,0%

Outre les techniques employées pour identifier les AHL produites via les systémes de
quorum sensing présents au sein des membres du groupe Bptm, d’autres facteurs sont
susceptibles d’influencer la détection des AHL tels que les conditions de culture et, plus
particulicrement, les phases de la croissance bactérienne sélectionnées pour effectuer
Pextraction des AHL. En effet, des variations dans les profils de biosynthése des AHL
identifiées chez B. pseudomallei KHW ont été observées aﬁ cours des différentes phases de la
croissance bactérienne puisque la 30HC1o-HSL constitue la principale AHL produite pendant
la phase exponentielle, alors que la Cg-HSL est essentiellement synthétisée pendant la phase
stationnaire (Gamage et al., 2011) (Fig. 1.25). D’autre part, Horton et al. (2013) ont
démontré, par spectrométrie de masse, que la 30HC;p-HSL est ’AHL majoritairement
produite chez la souche bactérienne B. pseudomallei MSHR520 au cours de la transition entre
les phases exponentielle et stationnaire, et Majerczyk et al. (2014b) ont mis en évidence via
’utilisation de biorapporteurs spécifiques que la souche bactérienne B. pseudomallei 1026b
synthétise principalement de la 30HC;,-HSL et, dans une moindre mesure, de la Cg-HSL et

de la 30HC-HSL pendant la phase stationnaire de la croissance bactérienne.

48



S Burkholderia pseudomallei KHW
240
220 A A
200 A
180 A
160 4 75,0%
140 +
120 -
100
80 A
60
40 A
20 A 0,0%
“ A T T
C8-HSL 30HCS-HSL  30HC10-HSL

25,0%

Concentrations en AHL (nmol/L)

Phase exponentielle de la croissance bactérienne

Burkholderia pseudomallei KHW

2200
2000 96,1% B
1800 ~
1600 -
1400 4
1200 A
1000
$00 -
600
400 A
200 - 1,7% 2,2%

0

Concentrationsen AHL (nmol/L)

C8-HSL JOHCS-HSL.  30HC10-HSL

Phase stationnaire de la croissance bactérienne

Figure 1.25. Comparaison des proportions des différentes AHL identifiées par spectrométrie de masse
chez B. pseudomallei KHW au cours des phases (A) exponentielle et (B) stationnaire de la croissance
bactérienne.

D’aprés Gamage et al. (2011).

Majerczyk et al. (2013b) ont mis en évidence via I’utilisation de biorapporteurs
spécifiques que la bactérie B. mallei GBS, une souche virulente provenant d’un cheval,
synthétise essentiellement de la Cg-HSL et, dans une moindre mesure, de la 30HCg-HSL, qui
sont produites a partir des phases exponentielle et stationnaire de la croissance bactérienne,
respectivement (Fig. 1.26A). Il apparait, par ailleurs, que la bactérie B. mallei ATCC 23444,

une souche virulente isolée chez un homme (Nierman et al, 2004), synthétise, de fagon
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majoritaire, de la Cg-HSL ainsi que de la 30HCg-HSL, moins abondamment (Majerczyk et
al.,2013b) (Fig. 1.26B).
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Figure 1.26. Comparaison des proportions des différentes AHL identifiées via Dutilisation de
biorapporteurs spécifiques chez les souches bactériennes (A) B. mallei GBS et (B) B. mallei ATCC 23344
au cours de la phase stationnaire de la croissance bactérienne.

D’apreés Majerczyk et al. (2013b).

Notons, également, que des variations ont été observées dans les proportions des AHL
synthétisées via les syst¢tmes Bmall/BmaR1 et Bmal3/BmaR3 chez B. mallei ATCC 23344
(Fig. 1.27). Ces observations ont été attribuées aux diverses conditions de culture choisies

pour la réalisation des extractions d’AHL comme, par exemple, la présence ou I’absence
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d’acide 3-(N-morpholino) propane sulfonique (MOPS), un composé organique zwitterionique
essentiel au maintien d’un pH physiologique et assurant, en conséquence, 1’intégrité des AHL
(Duerkop et al., 2008, Duerkop et al., 2007). En effet, les AHL sont stables lorsque les
conditions sont neutres et acides, tandis que des conditions alcalines provoquent 1’hydrolyse
des AHL (Byers et al., 2002, Yates et al., 2002).

Structure chimique des principales AHL détectées chez Structure chimique des principales AHL détectées chez
Burkholderia mallei ATCC 23344 en milieu de culture Burkholderia mallei ATCC 23344 en milieu de culture non
tamponné (en présence de MOPS; pH neutre [pH = 7.0]) : |||] tamponné (en absence de MOPS; pH basique [pH > 7.0} :
AHL essentiellement fermées AHL essentiellement ouvertes
o] _ o
Cg-HSL \ Cg-HSL
. OH
™ “ L i “» . N \ OH
H
Concentrations en Cg-HSL = 250 nM 0 Concentrations en Cg-HSL = 50 nM )
OH o OH o
30HC-HSL 30HC ;-HSL
OH
. N N ".N, OH
’ H H )
Concentrations en 30HCg-HSL=30nM O A Concentrations en 30HCg-HSL = 1-2nM O B

Figure 1.27. Concentrations des principales AHL détectées via I'utilisation de biorapporteurs spécifiques
chez B. mallei ATCC 23344 dans des cultures bactériennes tamponnées (en présence de MOPS) ou non
tamponnées (en absence de MOPS) au cours des phases exponentielle ou stationnaire de la croissance
bactérienne.

(A) Les AHL présenteraient essentiellement une structure fermée, et ne seraient donc pas, pour la plupart d’entre
elles, dégradées en milieu de culture tamponné (i.e. en présence de MOPS; pH neutre [pH = 7.0]). D’aprés
Duerkop et al. (2008). (B) Les AHL présenteraient essentiellement une structure ouverte, et seraient donc, pour
‘la plupart d’entre elles, dégradées en milieu de culture non tamponné (i.e. en absence de MOPS; pH basique [pH
> 7.0]). D’apres Duerkop et al. (2007).

Toutes les AHL associées aux systémes de quorum sensing présents chez les espéces
bactériennes B. thailandensis, B. pseudomallei et B. mallei sont répertoriées dans le Tableau
13, |
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Tableau 1.3. Répertoire des AHL associées aux systémes de quorum sensing présents chez les membres du groupe Bptm.

Souche bactérienne AHL* Référence

B. thailandensis DW503 Cs-HSL, Cs-HSL, C;o-HSL (Ulrich, 2004, Ulrich et al., 2004d)

B. thailandensis E264 30HC4-HSL, Cs-HSL, 30HCs-HSL, 30HC,-HSL, 30HC;(-HSL, 30HC,,-HSL (Chandler et al., 2009, Duerkop et al., 2009)
B. pseudomallei 008 C,o-HSL (Valade et al., 2004)

B. pseudomallei 1026b Cq-HSL, 30HCs-HSL, 30HC;,-HSL (Majerczyk et al., 2014b)

B. pseudomallei DD503 Cs-HSL, 30HC;s-HSL, C,o-HSL, 30HC,,-HSL, 30C;4-HSL (Ulrich et al., 2004b)

B. pseudomallei H11 Cs-HSL, 30HC;-HSL, C;p-HSL, 30HC,(-HSL, 30HC;,-HSL (Gamage et al., 2011)

B. pseudomallei K96243 Cs-HSL, 30HC;s-HSL, C,p-HSL, 30HC,,-HSL, C;,-HSL (Gamage et al., 2011, Ramli et al., 2012)

B. pseudomallei KHW Cs-HSL, 30HCs-HSL, 30HC,,-HSL (Gamage et al., 2011, Song et al., 2005)

B. pseudomallei MSHR520 Cs-HSL, 30HC;-HSL, C,p-HSL, 30HC,,-HSL, 30HC;,-HSL (Horton et al., 2013)

B. pseudomallei PP844 Cs-HSL, 30C;-HSL, 30HCs-HSL, C;p-HSL, 30HC,-HSL, 30HC;,-HSL (Lumjiaktase et al., 2006)

B. mallei ATCC 23344 Cs-HSL, Cg-HSL, 30HC;-HSL, C,p-HSL (Majerczyk et al., 2013b, Ulrich et al., 2004c)
B. mallei GBS Cs-HSL, 30HCs-HSL (Majerczyk et al., 2013b)

*30HC4-HSL, N-(3-hydroxy-butanoyl)-L-homosérine lactone; Cs-HSL, N-(hexanoyl)-L-homosérine lactone; Cs-HSL, N-(octanoyl)-L-homosérine lactone; 30Cg-HSL, N-(3-
oxo0-octanoyl)-L-homosérine lactone; 30HCg-HSL, N-(3-hydroxy-octanoyl)-L-homosérine lactone; 30HCy-HSL, N-(3-hydroxy-nonanoyl)-L-homosérine lactone; C;o-HSL,
N-(décanoyl)-L-homosérine lactone; 30HC;,-HSL, N-(3-hydroxy-décanoyl)-L-homosérine lactone; C;,-HSL, N-(dodécanoyl)-L-homosérine lactone; 30HC,,-HSL, N-(3-

hydroxy-dodécanoyl)-L-homosérine lactone; 30C,4,-HSL, N-(3-oxo-tétradécanoyl)-L-homosérine lactone.
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1.3.2.3.2.2. Les systémes de quorum sensing présents chez les membres du groupe Bptm

interviennent dans la pathogénicité bactérienne

Une analyse transcriptomique a permis de mettre en exergue que le quorum sensing
contrle I’expression d’une large gamme de génes codant les enzymes nécessaires 3 la
biosyntheése de métabolites secondaires chez les souches bactérienne.s B. thailandensis E264,
B. pseudomallei 1026b et B. mallei GB8 (Majerczyk et al., 2014a, Majerc\zyk et al., 2014b).
Parmi ces métabolites secondaires figurent des facteurs de survie et/ou de virulence
susceptibles d’intervenir dans 1’établissement des interactions héte-pathogéne comme, par
exemple, la thailandamide, les bactobolines ou encore la malléilactone. De plus, de nbmbreux
modéles d’infection ont permis de mettre en exergue le role crucial de la communication
intercellulaire dans la virulence bactérienne au sein des membres du groupe Bptm (Biggins et
al., 2012, Song et al., 2005, Ulrich et al., 2004b, Ulrich et al., 2004c, Valade et al., 2004)
(Tableau 1.4).

Tableau 1.4. Modéles d’infection utilisés pour tester Pimplication du quorum sensing dans la virulence
bactérienne parmi les membres du groupe Bptm.

Souche bactérienne Modéle d’infection Référence

B. thailandensis E264 M. musculus (Chandler et al., 2009)

C. elegans, D. discoideum (Biggins et al., 2012)

B. pseudomallei 008 M. musculus (Valade et al., 2004)

B. pseudomallei DD503

B. pseudomallei KHW

B. pseudomallei MSHR520

B. mallei ATCC 23344

B. mallei GBS

M. musculus, M. auratus
C. elegans

M. musculus

M. musculus, M. auratus
M. musculus

M. musculus

(Ulrich et al., 2004b)
(Song et al., 2005)
(Horton et al., 2013)
(Ulrich et al., 2004c)
(Majerczyk et al., 2013b)

(Majerczyk et al., 2013b)

1.3.2.3.3. Les systémes Btall/BtaR1, BpsI/BpsR et Bmall/BmaR1

1.3.2.3.3.1. Les systémes Btall/BtaR1, Bpsl/BpsR et Bmall/BmaR1 sont homologues

Le systtme Btall/BtaR1 est composé de la synthase Btall et du régulateur
transcriptionnel BtaR1 (Ulrich et al., 2004d) (Tableau 1.5). Par ailleurs, la synthase BpsI et le
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régulateur transcriptionnel BpsR composent le systéeme Bpsl/BpsR (Ulrich et al., 2004b)
(Tableau 1.5), alors que la synthase Bmall et le régulateur transcriptionnel BmaR]1
composent le systeme Bmall/BmaR1 (Ulrich ef al., 2004c) (Tableau 1.5).

Tableau 1.5. Homologies entre les systémes Btall/BtaR1, Bpsl/BpsR et Bmall/BmaR1.

Géne Protéine Souche bactérienne Identité (Similarité)*
btall (ou BTH_II1512) Btall B. thailandensis E264 100%

bpsl (ou BPSS0885) Bpsl B. pseudomallei K96243 97% (98%)

bmall (ou BMAA1347) Bmall B. mallei ATCC 23344 97% (97%)

btaR1 (ou BTH_I11510) BtaR1 B. thailandensis E264 100%

bpsR (ou BPSS0887) BpsR B. pseudomallei K96243 99% (99%)

bmaR1 (ou BMAA1345) BmaR1 B. mallei ATCC 23344 99% (99%)

*Les homologies de séquence entre les protéines de type LuxI (i.e. les synthases Btall, Bpsl et Bmall) et les
protéines de type LuxR (i.e. les régulateurs transcriptionnels BtaR1, BpsR et BmaR1) ont été déterminées via
I’utilisation de 1’outil bioinformatique « Protein BLAST » (ou blastp) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Les geénes btall et btaR1 sont localisés a proximité 1’un de I’autre au sein du génome
de B. thailandensis E264 similairement aux génes bpsl et bpsR de B. pseudomallei K96243
ainsi qu’aux geénes bmall et bmaR1 de B. mallei ATCC 23344 (Fig. 1.28). Ces geénes sont
transcrits dans des directions opposées et sont séparés par un homologue du géne rsaM codant
potentiellement une protéine régulatrice de type RsaM initialement caractérisée chez P.
fuscovaginae (cf. 1a Figure 1.20 présentée a la section 1.3.2.2.2). La fonction de cette protéine

n’a pas encore ¢té investiguée chez aucun des membres du groupe Bptm.
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Figure 1.28. Organisation structurale des génes btall/btaR1 chez B. thailandensis E264, bpsl/bpsR chez B.
pseudomallei K96243 et bmall/bmaR]1 chez B. mallei ATCC 23344.

La région promotrice des genes bpsR de B. pseudomallei KHW et bmaR1 de B. mallei ATCC 23344 contient une
boite /ux putative (CGCTGTCATACTTGCTAGGT) susceptible d’étre reconnue spécifiquement par les
régulateurs transcriptionnels BpsR et BmaR1, respectivement (Song et al., 2005). Par ailleurs, une boite /ux
putative (CCCTGTAAGGGTTAACAGTT) susceptible d’étre reconnue spécifiquement par les régulateurs
transcriptionnels BpsR et BmaR1 est présente dans la région promotrice des génes bpsl de B. pseudomallei
KHW et bmall de B. mallei ATCC 23344, respectivement (Duerkop et al., 2007, Kiratisin ef al., 2008, Song et
al., 2005). Aucune boite /ux potentiellement reconnue de maniére spécifique par le régulateur transcriptionnel
BtaR1 n’a été identifiée dans la région promotrice des génes btaR ! et btall de B. thailandensis E264.

1.3.2.3.3.2. La Cs-HSL est le principal auto-inducteur des systémes Btall/BtaR1, Bpsl/BpsR
et Bmall/BmaR1

L’utilisation de biorapporteurs spécifiques pour I’identification des AHL retrouvées
chez la souche sauvage et chez le mutant btall- de B. thailandensis DW503 a permis de
déterminer que la synthase Btall catalyse la synthése de la Cg-HSL (Ulrich et al., 2004d). En
outre, Chandler et al. (2009) ont réexaminé le profil de biosynthése des AHL chez la souche
sauvage et chez le mutant Abtall de B. thailandensis E264 et ont confirmé par spectrométrie
de masse que la synthase Btall synthétise exclusivement de la Cg-HSL, donc considérée

comme le principal auto-inducteur du systéme Btall/BtaR1.

Les synthases Bpsl de B. pseudomallei 1026b, de B. pseudomallei KHW et de B.
pseudomallei MSHR520 ont toutes en commun de produire de la Cg-HSL ainsi que de la
30HC-HSL (Gamage et al., 2011, Horton et al., 2013, Ulrich et al., 2004b) (Fig. 1.27).
Considérant que Gamage ef al. (2011) ont rapporté que la Cg-HSL est I’AHL majoritairement
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produite via la synthase Bpsl de B. pseudomallei KHW, tandis que Horton et al. (2013) ont
observé que cette AHL est exclusivement synthétisée via la synthase Bpsl de B. pseudomallei
MSHR520, la Cg-HSL représente le principal auto-inducteur du systeme BpsI/BpsR. D’autres
AHL telles que la 30HC;,-HSL sont, par ailleurs, synthétisées via les synthases Bpsl de B.
pseudomallei 1026b et de B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011, Ulrich et al., 2004b)
(Fig. 1.29).
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% identification des AHL par
1
|
!

spectrométrie de masse
(Ulrich et al., 2004b) |

Ci-HSL
30HC, o-HSL

Ce-HSL

——

\“»,‘ Cg-HSL v Expression hétérologue du géne
X 30HC,-HSL f bpsl, comparaison du profil de
biosynthéese des AHL chez la
souche sauvage et chez le mutant
bpsl- et identification des AHL par
spectrométrie de masse
Comparaison du profil de Burkholderia (Gamage et al., 2011)
biosynthese des AHL chez la pseudomallei

souche sauvage et chez les MSHR520

mutants Abps/ et Abpsi20bpsi3 et
identification des AHL par
spectrométrie de masse

(Horton et al., 2013)

Figure 1.29. Répertoire des AHL synthétisées via la synthase Bpsl.

L’expression hétérologue du gene bmall a permis de déterminer que la synthase
Bmall de B. mallei ATCC 23344 synthétise de la Cs-HSL, de la 30HCg-HSL et de la Cyo-
HSL (Ulrich et al., 2004c). Ces AHL ont été identifiées par spectrométrie de masse (Ulrich et
al., 2004c¢). De plus, 1’étude comparative du profil de biosynthése des AHL chez la souche
sauvage et chez le mutant bmall- de B. mallei ATCC 23344 via I’utilisation de biorapporteurs
spécifiques indique que la synthase Bmall synthétise essentiellement de la Cs-HSL ainsi que
de la 30HCs-HSL, moins abondamment (Duerkop et al., 2007). Similairement, Majerczyk et
al. (2013b) ont démontré que la Cg-HSL est ’AHL majoritairement produite via la synthase
Bmall de B. mallei GBS. Ainsi, la Cg-HSL constitue le principal auto-inducteur du systeme
Bmall/BmaR1.
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D’apres les travaux préliminaires de Ulrich et al. (2004d), BtaR1 n’affecte pas la
biosynthése de la Cs-HSL chez B. thailandensis DW503. Il n’empéche que I’analyse
tré.nscriptomique» de Majerczyk et al. (2014a) montre que le régulateur transcriptionnel BtaR1
de B. thailandensis E264 stimule 1’expression du géne brtall, suggérant une auto-régulation
positive du systéme Btall/BtaR1. L’hypothése est que BtaR1, en association avec la Cg-HSL,
interagit spécifiquement avec la région promotrice de bfall au niveau d’une boite /ux. Des
études réalisées chez les souches bactériennes B. pseudomallei KHW et B. pseudomallei
K96243 indiquent effectivement que le complexe BpsR/Cg-HSL active directement la
transcription du gene bpsl (Gamage et al., 2011, Kiratisin et al., 2008). Cependant, la Cs-HSL
ne constitue pas 1’unique ligand du régulateur transcriptionnel BpsR puisque des AHL
alternatives telles que la 30HCs-HSL sont également capables d’activer ’expression de bpsl
(Gamage et al., 2011, Kiratisin et al., 2008). Par ailleurs, la transcription du géne bpsR est
auto-régulée positivement via le complexe BpsR/Cg-HSL chez B. pseudomallei KHW (Song
et al., 2005), et Lumjiaktase et al. (2006) ont démontré que BpsR est un activateur de la
biosyntheése de la Cs-HSL puisque I’inactivation de bpsR résulte en une abolition de la
production de cette AHL chez B. pseudomallei PP844. A ce jour, il n’existe aucune étude
démontrant ’implication. de BmaR1 dans la modulation de la biosynthése de la Cg-HSL.
Toutefois, Duerkop et al. (2007) rapportent que le régulateur‘ transcriptionnel BmaR1 de B.
mallei ATCC 23344 contrble positivement et directement 1’expression du géne bmall
conjointement avec la Cg-HSL. Cette AHL, en revanche, ne semble pas avoir d’effet sur la

transcription du géne bmaRI chez B. ‘mallei GBS (Majerczyk et al., 2014b).

Toutes les AHL associées aux systémes Btall/BtaR1, BpéI/BpsR et Bmall/BmaR1
chez diverses souches bactériennes de B. thailandensis, de B. pseudomallei et de B. mallei,

respectivement, sont répertoriées dans le Tableau 1.6.
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Tableau 1.6. Répertoire des AHL associées aux systémes Btall/BtaR1, BpsI/BpsR et Bmall/BmaR1.

AHL LuxI LuxR Souche bactérienne Référence
Ce¢-HSL Bpsl B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
| Bmall B. mallei ATCC 23344 (Duerkop et al., 2008)
Cg-HSL Btall B thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
Btall B. thailandensis E264 (Chandler et al., 2009)
BpsI B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
BpsR B. pseudomallei K96243 (Kiratisin et al., 2008)
BpsI B. pseudomallei KHW (Song et al., 2005)
BpsI BpsR B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
Bpsl B. pseudomallei MSHR520 (Horton et al., 2013)
BpsI BpsR B. pseudomallei PP844 (Lumjiaktase et al., 2006)
Bmall B. mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c)
Bmall BmaR1 B. mallei ATCC 23344 (Duerkop et al., 2007)
Bmall B. mallei ATCC 23344 (Duerkop et al., 2008)
Bmall B. mallei GB8 (Majerczyk et al., 2013b)
30C;s-HSL BpsR B. pseudomallei K96243 (Kiratisin et al., 2008)
BpsI  BpsR B. pseudomallei PP844 (Lumjiaktase et al., 2006)
30HCs-HSL  Bpsl B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
Bpsl  BpsR B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
Bpsl B. pseudomallei MSHR520 (Horton et al., 2013)
Bmall B. mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c)
Bmall BmaR1 B. mallei ATCC 23344 (Duerkop et al., 2007)
Bmall B. mallei GBS (Majerczyk et al., 2013b)
Cy0-HSL Bpsl B. pseudomallei 008 (Valade et al., 2004)
Bpsl B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
BpsR B. pseudomallei K96243 (Kiratisin et al., 2008)
Bpsl BpsR B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
Bmall B. mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c)
BmaR1 B. mallei ATCC 23344 (Duerkop et al., 2007)
30HC,;-HSL:  BpsI B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
BpsI B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
Cy,-HSL BmaR1 B. mallei ATCC 23344 (Duerkop ef al., 2007)
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1.3.2.3.34. Le systéme Btall/BtaRl influence [’auto-agrégation bactérienne, le
développement du biofilm, la production d ’e:éopolysaccharides, l’inhibition de croissance

contact-dépendant et la biosynthése de I’acide oxalique

Des études phénotypiques réalisées chez B. thailandensis DW503 suggérent que le
quorum sensing intervient dans de nombreux processus cellulaires tels que I’activité
lipolytique, la biosynthése des sidérophores, la morphologie coloniale, la mobilité
bactérienne, la production d’hémblysines, ainsi que le métabolisme et/ou le transport du
carbone (Ulrich, 2004, Ulrich et al., 2004d). En revanche, ni ’activité protéolytique, ni la
biosynthése des phospholipases ne sont régulées via le quorum sensing chez B. thailandensis
DW503 (Ulrich et al., 2004d). Chez B. thailandensis E264, Chandler et al. (2009) ont
démontré que le quorum sensing influence non seulement la morphologie coloniale mais
également I’auto-agrégation bactérienne (Fig. 1.30). De plus, Chandler et al. (2009) ont
confirmé I’implication du quorum sensing dans la mobilité bactérienne chez B. thailandensis
E264. Cependant, les mécanismes de régulation sous-jacents sont encore inconnus. Selon les
travaux préliminaires de Ulrich et al. (2004d), le quorum sensing n’affecte ni la biosynthése
des flagelles ni la production des pili chez B. thailandensis DW503, alors que I’analyse
transcriptomique de Majerczyk et al. (2014a) indique que 1’expression de nombreux génes
codant des protéines flagellaires et des protéines de chimiotaxie est modulée en fonction de la
densité cellulaire chez B. thailandensis E264. 1 apparait, par ailleurs, que le quorum sensing,
chez B. thailandensis E264, n’a aucun impact sur le métabolisme et/ou le transport du
carbone, de l'azote et du phosphore et n’est indispensable ni pour la biosynthése
d’hémolysines, ni pour I’activité protéolytique (Chandler et aZ., 2009). En outre, Chandler et
al. (2009) ont rapporté que la virulence bactérienne n’est pas sous le contrle du quorum

sensing chez B. thailandensis E264.
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A Photographies de la souche sauvage et Photographies de la souche sauvage et
du mutant Abtall1Abtal2Abtal3 de B du mutant AbtallAbtal2Abtal3 de
Burkholderia thailandensis E264 en milieu solide Burkholderia thailandensis E264 en milieu liquide

Wild-type Abtalllbtai2Abtal3 Wild-type AbtallAbtai2Abtal3

Figure 1.30. Le quorum sensing affecte la morphologie coloniale et ’auto-agrégation chez B. thailandensis
E264.

(A) Chez B. thailandensis E264, Chandler et al. (2009) ont observé que les colonies du mutant
Abtall Abtal2Abtal3, défectueux dans la biosynthése des AHL, présentent une apparence lisse contrastant avec
l'aspect rugueux des colonies de la souche sauvage en milieu solide, attestant que le quorum sensing contréle la
morphologie coloniale. (B) Il apparait, par ailleurs, que les AHL favorisent la formation d’agrégats en milieu

liquide, démontrant 1’implication du quorum sensing dans 1’auto-agrégation bactérienne chez B. thailandensis
E264 (Chandler et al., 2009).

Parmi les activités biologiques attribuées au systéme Btall/BtaR1 de B. thailandensis
E264 figurent notamment I’inhibition de croissance contact-dépendant médiée via le systéme
de sécrétion de type VI par I’entremise de toxines ainsi que d’anti-toxines, 1’auto-agrégation
bactérienne, la production d’exopolysaccharides, le développement du biofilm ou encore la
biosynthése de I’acide oxalique nécessaire au maintien d’un pH homéostatique (Chandler et
al., 2009, Goo et al., 2012, Majerczyk et al., 2014a, Majerczyk et al., 2016, Tseng et al.,
2016) (Tableau 1.7).
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Tableau 1.7. Processus cellulaires controlés via les systémes Btall/BtaR1, BpsI/BpsR et Bmall/BmaR1.

Processus cellulaire . Souche bactérienne Référence

Activité hémolytique . thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)

Activité lipolytique . thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
Aétivité protéolytique . pseudomallei 008 (Valade ét al., 2004)
Auto-agrégation . thailandensis E264  (Chandler et al., 2009)
Biosynthése de P’acide oxalique . thailandensis E264 - (Goo et al., 2012)
. pseudomallei 1026b  (Goo ét al.,2012)
Biosynthése des sidérophores . pseudomallei KHW  (Song et al., 2005) '
Développement du biofilm . thailandensis B264  (Tseng et al., 2016)

. pseudomallei KHW  (Gamage et al., 2011)

. pseudomallei K96243 (Ramli et al., 2012)

. pseudomallei PP844  (Mongkolrob et al., 2015)
Inhibition de croissance contact-dépendant . thailandensis E264  (Majerczyk et al., 2016)
Métabolisme et/ou transport du carbone . thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
Mobilité . thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
. pseudomallei 008 (Ooi et al., 2013)

Morphologie coloniale . thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)

= T >R ~ CIER ~ (N ~ D~ T~ 2~ T - T ~ -~ - TR ~ - - N ~ - B ~ - ~ R ~

. pseudomallei 008 (Ooi et al., 2013)
Production d’exopolysaccharides B. thailandensis E264  (Tseng et al., 2016)
B. pseudomallei 008 (Ooi et al., 2013)

B. pseudomallei PP844  (Mongkolrob et al., 2015)

Production des phospholipases B. pseudomallei KHW  (Song et al., 2005)
Réponse au stress oxydatif B. pseudomallei PP844  (Lumjiaktase et al., 2006)
Résistance aux antibiotiques B. pseudomallei PP844  (Mongkolrob et al., 2015)
Virulence B. pseudomallei 008 (Valade et al., 2004)

B. pseudomallei DD503 (Ulrich et al., 2004b)
B. pseudomallei KHW  (Song et al., 2005)

B. mallei ATCC 23344  (Ulrich et al., 2004c)
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1.3.2.3.3.5. Les systéemes Bpsl/BpsR et Bmall/BmaRl1 jouent un role dans la virulence

bactérienne

Chez B. pseudomallei 008, le systéme BpsI/BpsR contréle la virulence bactérienne, la
morphologie coloniale, 1’activité protéolytique, la production d’exopolysaccharides et la
mobilité baétérienne (Ooi et al., 2013, Valade et al., 2004) (Tableau 1.7). Ulrich et al.
(2004b) ont également démontré, en réalisant des tests d’infection chez plusieurs organismes
modeles de léboratoire (cf. le Tableau 1.4 présenté i la section 1.3.2.3.2.2), que le systéme
BpsI/BpsR influence la pathogénicité de B. pseudomallei DD503. En revanche, la biosynthése
des protéases, des lipases et des phosphélipases ne sont pas sous le contréle du quorum
sensing chez B. pseudomallei DD503 (Ulrich et al., 2004b). L’hypothése est que le systéme
BpsI/BpsR n'intervient pas dans la pathogénicité de B. pseudomallei DD503 en modulant la
synthése et/ou la sécrétion de ces facteurs de virulence potentiels (Ulrich ef al., 2004b).
Similairement, Song et al. (2005) ont démontré que le systéme BpsI/BpsR n’a pas d’impact
sur la production des pirotéases et des lipases chez B. pseudomallei KHW. Toutefois, la
biosynthése des phospholipases est régulée via le syst¢tme BpsI/BpsR de B. pseudomallei
KHW (Song et al., 2005) (Tableau 1.7). D’autres activités biologiques telles que la
production des sidérophores, le développement du biofilm et la virulence bactérienne ont été
attribuées au systéme BpsI/BpsR de B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011, Song et al.,

2005) (Tableau 1.7). Par ailleurs, le systéme BpsI/BpsR affecte la réponse au stress oxydatif,
la production d’exopolysaccharides, la résistance aux antibiotiques ou encore le
développement du biofilm chez B. pseudomallei PP844 (Lumjiaktase et al., 2006,
Mongkolrob et al., 2015) (Tableau 1.7). Cependant, le r6le du quorum sensing dans la
pathogénicité de B. pseudomallei PP844 n’a pas encore ét€ investigué. Chez B. pseudomallei
MSHR520, Horton et al. (2013) rapportent que le quorum sensing n’est pas nécessaire pour le
développement des infections aigu€s, et suggerent, en conséquence, une implication dans

I’établissement des infections chroniques.

Des tests d’infection, effectués chez plusieurs organismes modéles de laboratoire (cf.
le Tableau 1.4 présenté a la section 1.3.2.3.2.2), ont permis de mettre en exergue
I’importance du systérrie Bmall/BmaR1 dans la pathogénicité de B. mallei ATCC 23344
(Ulrich et al., 2004c) (Tableau 1.7). Toutefdis, les mécanismes de régulation sous-jacents
restent & déterminer puisque le quorum semsing n’a aucun effet sur la production cies
polysaccharides capsulaires, I’activité hémolytique et la biosynthése des protéases, des lipases

ainsi que des phospholipases (Ulrich ef al., 2004c). Notons, néanmoins, que Majerczyk ef al.
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(2013Db) ont réinvestigué le rdle du quorum sensing dans la pathogénicité de B. mallei ATCC
23344, et ont observé que le quorum sensing n’est pas impliqué dans la virulence bactérienne
chez B. mallei ATCC 23344. En outre, Majerczyk et al. (2013b) ont démontré que la

pathogénicité de B. mallei GB8 n’est pas sous le contrble du quorum sensing.

L’ensemble de ces considérations indique donc que les processus cellulaires sous le
contrdle du quorum sensing parmi les membres du groupe Bptm différent d’une espece
bactérienne a l’autre, et peuvent aussi varier au sein d’une méme espeéce bactérienne.
L’hypothése est que la modulation des processus cellulaires via le quorum sensing est
dépendante des conditions environnementales variées auxquelles les bactéries B.
thailandensis, B. pseudomallei et B. mallei peuvent étre confrontées et des différents modes
de vie qu’elles sont susceptibles d’adopter. A titre d’exemple, B. pseudomallei 008 est une
souche clinique isolée en Europe (Valade et al., 2004), alors que les souches cliniques B.
pseudomallei K96243, B. pseudomallei KHW et B. pseudomallei PP844 proviennent d’ Asie
(Holden et al., 2004, Song et al., 2005, Utaisincharoen et al., 2001). D’autres régulateurs
transcriptionnels et/ou post-transcriptionnels spécifiques et globaux sont, par ailleurs,
susceptibles d’influencer la modulation de ’expression génique en fonction de la densité
cellulaire chez les membres du groupe Bptm comme, par exemple, le facteur sigma RpoS

(Mongkolrob et al., 2015, Wongtrakoongate et al., 2012).

1.3.2.3.4. Les systémes Btal2/BtaR2 et BpsI2/BpsR2
1.3.2.3.4.1. Les systemes Btal2/BtaR2 et BpsI2/BpsR2 sont homologues

Le syst¢tme Btal2/BtaR2 est constitué de la synthase Btal2 ainsi que du régulateur
transcriptionnel BtaR2 (Ulrich et al, 2004d) (Tableau 1.8), tandis que le systéme
BpsI2/BpsR2 est constitué de la synthase BpsI2 ainsi que du régulateur transcriptionnel
BpsR2 (Ulrich et al., 2004b) (Tableau 1.8).
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Tableau 1.8. Homologies entre les syst¢émes Btal2/BtaR2 et BpsI2/BpsR2.

Géne Protéine Souche bactérienne Identité (Similarité)
btal2 (ou BTH_I111227) Btal2 B. thailandensis E264 100%

bpsI2 (ou BPSS1180) BpsI2 B. pseudomallei K96243 92% (94%)

btaR2 (ou BTH_II1231) BtaR2 B. thailandensis E264 100%

bpsR2 (ou BPSS1176) BpsR2 B. pseudomallei K96243 95% (96%)

Les genes btal2 et btaR2 sont transcrits dans la méme direction et ne sont pas localisés
I’un a coté de I’autre au sein du génome de B. thailandensis E264 similairement aux génes
bpsI2 et bpsR2 de B. pseudomallei K96243 (Fig. 1.31). Ces genes sont, entre autres, s€parés
par un homologue du géne rsaM codant potentiellement une protéine régulatrice de type
RsaM initialement caractérisée chez P. fuscovaginae (cf. la Figure 1.20 présentée a la section
1.3.2.2.2). La fonction de cette protéine n’a pas encore été investiguée chez aucun des

membres du groupe Bptm.

/Burkholderia thailandensis E264 )
A A N N 1
btal2 /[ :Isg@—l am_uuz?—‘ BTH_111230 % btaR2
\ v
_ d . Y
/Burkholderia pseudomallei K96243 .
A A N _N\ A
/ T N N A
bpslz, rsaME}——‘ BPSS1178 /—l BPSS1177 —— bpsR2
\_\”““ . V V/ y

Figure 1.31. Organisation structurale des génes btal2/btaR2 chez B. thailandensis E264 et bpsI2/bpsR2 chez
B. pseudomallei K96243.

La région promotrice du gene bpsl2 de B. pseudomallei K96243 contient une boite /ux putative
(CGCTGTCATACTTGCTAGGT) susceptible d’étre reconnue spécifiquement par le régulateur transcriptionnel
BpsR2 (Kiratisin et al., 2008). En revanche, aucune boite /ux potentiellement reconnue de manicre spécifique par
le régulateur transcriptionnel BtaR2 n’a été identifiée dans la région promotrice du gene bfal2 de B.
thailandensis E264.

1.3.2.3.4.2. La 30HCp-HSL est le principal auto-inducteur des systémes Btal2/BtaR2 et
BpsI2/BpsR2

L’étude comparative du profil de biosynthese des AHL chez la souche sauvage et chez

le mutant btal2- de B. thailandensis DW503 via I’utilisation de biorapporteurs spécifiques a
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permis de déterminer que la synthase Btal2 est responsable de la production de la C;o-HSL
(Ulrich et al., 2004d). Toutefois, Duerkop et al. (2009) ont démontré que 1’inactivation du
géne btal2? de B. thailandensis E264 résulte en une abolition de la production de la 30HC -
HSL, donc considérée comme le principal auto-inducteur du systéme Btal2/BtaR2. Par
ailleurs, de la 30HCs-HSL et de 1a 30HC;(-HSL ont été détectées par spectrométrie de masse
dans des cultures d’un mutant AbtallAbtal3 de B. thailandensis E264 (Duerkop et al., 2009).
Ainsi, la synthase Btal2 catalyse la synthése autant de la 30HCs-HSL que de la 30HC;-
HSL. Celle-ci n’intervient pas, en revanche, dans la biosynthése de la Cs-HSL (Duerkop ez
al., 2009). |

Les travaux préliminaires de Ulrich ez al. (2004b) révélent que la synthase BpsI2 dé B.
pseudomallei 1026b produit notamment de la 30HCs-HSL et de la 30HCo-HSL (Fig. 1.32).
Subséquemment, Gamage et al. (2011) ont démontré que la synthase Bpsl2 de B.
pseudomallei KHW synthétise essentiellement de la 30HC;,-HSL et représente, donc, le
principal auto-inducteur du systéme BpsI2/BpsR2. En outre, la synthase BpsI2 de B.
pseudomallei KHW intervient dans la production d’AHL additionnelles telles que la 30OHCg-
HSL (Gamage ef al., 2011) (Fig. 1.32). 1l apparait, néanmoins, que les synthases BpsI2 de B.
pseudomallei 1026b et de B. pseudomallei KHW produisent des AHL spécifiques (Gamage et
al., 2011, Ulrich et al., 2004b). Par ailleurs, Horton et al. (2013) ont observé que la synthase
BpsI2 de B. pseudomallei MSHR520 synthétise des AHL bommunes aux synthases BpsI2 de
B. pseudomallei 1026b et de B. pseudomallei KHW parmi lesquelles figurent la 30HCg-HSL
et la 30HC;p-HSL (Fig. 1.32). Cependant, la 30HC;p-HSL est ’AHL majoritairement
produite par la synthase BpsI2 de B. pseudomallei MSHR520 (Horton et al, 2013).
L’ensemble de ces considérations indique donc que la biosynthése de la 30HCs-HSL et de la
30HCo-HSL est une caractéristique commune aux synthases Bpsl2 de B. pseudomallei
1026b, de B. pseudomallei KHW et de B. pseudomallei MSHR520, tandis que d’autres AHL
peuvent étre produites spécifiquement selon les souches bactériennes (Gamage et al., 2011,

Horton ef al., 2013, Ulrich et al., 2004b).
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Figure 1.32. Répertoire des AHL synthétisées via la synthase BpsI2.

Le régulateur transcriptionnel BtaR2 de B. thailandensis E264 contrble positivement
et directement 1’expression du géne btal? et, de ce fait, constitue vraisemblablement un
activateur de la biosynthése de la 30HCg-HSL et de la 30HC,(-HSL (Duerkop et al., 2009,
Majerczyk et al., 2014a). De plus, Duerkop et al. (2009) ont démontré que 1’activation de
I’expression du géne btal2 via le régulateur transcriptionnel BtaR2 implique notamment la
30HCs-HSL et la 30HC,-HSL et les données RNA-Seq (RNA-Sequencing) de Majerczyk et
al. (2014a) indiquent que la transcription du géne bfaR2 est stimulée par la 30HCg-HSL chez
B. thailandensis E264, révélant une auto-régulation positive du systeme Btal2/BtaR2.
Similairement, Gamage ef al. (2011) ont observé que la transcription du géne bpsl2 est
activée essentiellement via la 30HC,o-HSL, ainsi que via d’autres AHL telles que la 30HCs-
HSL, et est contrdlée positivement et directement par le régulateur transcriptionnel BpsR2 de
B. pseudomallei KHW. Par ailleurs, les régulateurs transcriptionnels BpsR2 de B.
pseudomallei KHW et de B. pseudomallei K96243 sont capables d’activer, dans une moindre
mesure, la transcription de bps/2 en association avec la Cg-HSL (Gamage et al., 2011,
Kiratisin ef al., 2008), alors que le régulateur transcriptionnel BtaR2 de B. thailandensis E264
n’interagit pas avec la Cg-HSL pour stimuler 1’expression de btal2 (Duerkop et al., 2009).
Ainsi, BtaR2 et BpsR2 présentent des modes de fonctionnement certes semblables mais non

identiques.
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Toutes les AHL associées aux systémes Btal2/BtaR2 et BpsI2/BpsR2 chez diverses
souches bactériennes de B. thailandensis et de B. pseudomallei, respectivement, sont

répertoriées dans le Tableau 1.9.

Tableau 1.9. Répertoire des AHL associées aux systémes Btal2/BtaR2 et BpsI2/BpsR2.

AHL LuxI LuxR Souche bactérienne Référence
Cs-HSL BpsR2 B. pseudomallei K96243 (Kiratisin et al., 2008)
Cs-HSL Bpsl2 B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
BpsR2 B. pseudomallei K96243 (Kiratisin et al., 2008)
BpsR2 B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
30C;s-HSL BpsR2 B. pseudomallei K96243 (Kiratisin et al., 2008)
30HCs-HSL  Btal2 BtaR2 B. thailandensis E264 (Duerkop et al., 2009)
BpsI2 B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
BpsI2 BpsR2 B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
BpsI2 - B. pseudomallei MSHR520 (Horton et al., 2013)
Cy-HSL Btal2 B. thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
BtaR2 B. thailandensis E264 (Duerkop et al., 2009)
Bpsl2 B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
BpsR2 B. pseudomallei 96243 (Kiratisin et al., 2008)
BpsR2 B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
BpsI2 B. pseudomallei MSHR520 (Horton et al., 2013)
30HC,-HSL  Btal2 BtaR2 B. thailandensis E264 (Duerkop et al., 2009)
BpsI2 B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
Bpsl2 BpsR2 " B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
BpsI2 B. pseudomallei MSHR520 | (Horton et al., 2013)
Ci,-HSL BtaR2 B. thailandensis E264 (Duerkop et al., 2009)
30HC,-HSL BpsI2 BpsR2 B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)

BpsI2
30C14-HSL Bp512

B. pseudomallei MSHR520

B. pseudomallei 1026b

(Horton et al., 2013)

(Ulrich et al., 2004b)
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1.3.2.3.4.3. Le systeme Btal2/BtaR2 contrédle la biosynthése d’antibiotiques de la famille des

bactobolines

Chez B. thailandensis E264, les génes btal2 et btaR2 sont entourés de part et d’autre
par des génes, appelés bra, que 1’on retrouve également sur le génome de B. pseudomallei
K96243 (Fig. 1.33). Ces geénes codent les enzymes impliquées dans la biosynthése
d’antibiotiques de la famille des bactobolines (Carr et al., 2011, Duerkop et al., 2009,
Seyedsayamdost et al., 2010).

68



o

2

PRI\

12 °
N L

\,"7’%

R A

A A Y A A
~(btaA l:taC]-(\btaE Kbgi}(rsmr-{ btaG . bta

e SR > g 0 %) D o® o>
\\\'L R L R R \\\“’ \\\'L \\“3’ \\0 N &
PN R SR\ SR AP\ g NI D

P
taR2 btal - bta> btal W btaN> bta> btaP>'] btaQ){ bta})-d btab—@-
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BTH_l11224 btaA CmaB

BTH_111225 btaC phosphopantetheine-containing protein
BTH_I111226 btakE BTH_111226- BTH_111228 peptide synthetase

BTH_l11227 btal2 BTH_111226- BTH_111228 N-acyl homoserine lactone synthase

BTH_I11228 rsaM2 BTH_111226- BTH_111228 hypothetical protein

BTH_111229 btaG BTH_111229- BTH_I111230 sodium/hydrogen exchanger

BTH_111230 btaH BTH_111229- BTH_111230 hypothetical protein

BTH_I11231 btaR2 ATP-dependent transcription regulator LuxR
BTH_111232 btaJ oligopeptidase A

BTH_I111233 btak BTH_111233-BTH_l11241 peptide synthetase

BTH_l11234 btal BTH_111233- BTH_l11241 JamP

BTH_111235 btam BTH_111233- BTH_I11241 JamP

BTH_111236 btaN BTH_111233- BTH_I11241 nonribosomal peptide synthetase

BTH_111237 btaO BTH_111233- BTH_I11241 thiotemplate mechanism natural product synthetase
BTH_I11238 btaP BTH_111233-BTH_l11241 polyketide synthase

BTH_111239 btaQ BTH_I111233-BTH_l11241 acetyltransferase

BTH_111240 btaS BTH_111233- BTH_l11241 thioesterase Il

BTH_l11241 btaT BTH_111233-BTH_l11241 Bcr/CflIAfamily protein drug resistance transporter
BTH_111242 btaU TauD/TfdA family dioxygenase

Figure 1.33. Organisation structurale des génes bta codant les enzymes impliquées dans la biosynthése des bactobolines.

Les fléches noires indiquent que les génes sont potentiellement organisés en opéron d’aprés Burkholderia.com.
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Les bactobolines produites par B. thailandensis E264 présentent des structures
chimiques diverses (Fig. 1.34). Celles-ci sont actives contre des bactéries & Gram positif telles
que B. subtilis, S. aureus ou encore Streptococcus pyogenes et procureraient, de ce fait, un
avantage compétitif vis-a-vis d’espéces bactériennes qui colonisent une méme niche
écologique (Carr ef al., 201 1, Chandler et al., 2012a, Chandler et al., 2012b, Duerkop et al.,
2009, Seyedsayamdost et al., 2010). Le systéme Btal2/BtaR2, chez B. thailandensis E264,
contrdle positivement et directement la transcription des génes bta et, de ce fait, la production
des bactobolines (Duerkbp et al., 2009, Majerczyk et al., 2014a). D’autres bactéries & Gram
négatif comme, par exemple, P. carotovorum, Pseudomonas aureofaciens et B. vietnamiensis
régulent pareillement la biosynthése d’antibiotiques via le quorum sensing (Bainton ef al.,

1992, McGowan et al., 1995, Park et al., 2001, Pierson et al., 1994).

/E NHR,
Bactoboline A : R, = OH, R, = H, R, = CHC, R, HN
Bactoboline B : R, = OH, R, = L-Ala, Ry = CHCl,

Bactoholine C: R, = H, R, = H, R; = CHCI, . HO : R
Bactoboline D : R, = H, R, = L-Ala, Ry = CHCl,

Bactoboline E : R, = OH, R, = L-Ala-L-Ala, Ry = CHCl, 0
Bactoboline F : R, = H, R, = L-Ala-L-Ala, Ry = CHCI,

Bactoboline G : R; = H, R, = H, Ry = CH,Cl v

Bactoboline H : R, = H, R, = L-Ala, R, = CH,Cl OH o©

Figure 1.34. Structure chimique des différentes bactobolines identifiées chez B. thailandensis E264.
D’apres Carr et al. (2011).

Les travaux préliminaires de Ulrich et al. (2004d) suggerent, par ailleurs, que le
systtme Btal2/BtaR2, chez B. thailandensis DW503, intervient dans la production
d’hémolysines, dans I’activité lipolytique ainsi que dans le métabolisme et/ou le transport du
carbone. En outre, Ulrich et al. (2004b) ont démontré, en réalisant des tests d’infection chez
plusieurs organismes modéles de laboratoire (cf. le Tableau 1.4 présenté a la section
1.3.2.3.2.2), que le systéme BpsI2/BpsR2 contrdle la pathogénicité de B. pseudomallei
DD503. Cependant, puisqu’aucun homologue du systéme BpsI2/BpsR2 n’est présent chez B.
mallei, la modulation, via le quorum sensing, de la production des facteurs de survie et/ou de
virulence nécessaires aux associations hote-pathogéne impliquerait d’avantage les systémes

BpsI/BpsR et BpsI3/BpsR3 chez B. pseudomallei (Duerkop et al., 2009).
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1.3.2.3.5. Les systémes Btal3/BtaR3, BpsI3/BpsR3 et Bmal3/BmaR3
1.3.2.3.5.1. Les systémes Btal3/BtaR3, BpsI3/BpsR3 et Bmal3/BmaR3 sont homologues

Le systéme Btal3/BtaR3 est composé de la synthase Btal3 et du régulateur
transcriptionnel BtaR3 (Ulrich et al., 2004d) (Tableau 1.10). Par ailleurs, la synthase BpsI3 et
le régulateur transcriptionnel BpsR3 composént le systtme BpsI3/BpsR3 (Ulrich et al,
2004b) (Tableau 1.10), alors que la synthase Bmal3 et le régulateur transcriptionnel BmaR3
composent le systéme Bmal3/BmaR3 (Ulrich ef al., 2004¢c) (Tableau 1.10).

Tableau 1.10. Homologies entre les systémes Btal3/BtaR3, BpsI3/BpsR3 et Bmal3/BmaR3.

Géne Protéine Souche bactérienne Identité (Similarité)
btal3 (ou BTH_I10804) Btal3 B. thailandensis E264 100%
" bpsI3 (ou BPSS1570) BpsI3 B. pseudomallei K96243 92% (95%)
bmal3 (ou BMAA1577) Bmal3 B. mallei ATCC 23344 92% (95%)
btaR3 (ou BTH_I10805) BtaR3 B. thailandensis E264 100%
bpsR3 (ou BPSS1569) BpsR3 B. pseudomallei K96243 96% (97%)
bmaR3 (ou BMAA1576) BmaR3 B. mallei ATCC 23344 96% (97%) .

Les génes btal3 et btaR3 sont adjacents sur le génome de B. thailandensis E264 et sont
transcrits dans la méme direction similairement aux génes bpsI3 et bpsR3 de B. pseudomallei

K96243 ainsi qu’aux génes bmal3 et bmaR3 de B. mallei ATCC 23344 (Fig. 1.35).
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KB urkholderia thailandensis E264 \

- BTH_oso3 — btagl3 — btaR3 BTH_II0806 — BTH_II0807 —
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Burkholderia pseudomallei K96243 A

~_  BPSS1571 — bpsl3 — Boite lux — bpsR3 —————————  BPSS1568 —  BPSS1567 —  BPSS1566 —
N /
4 ) ) N\

Burkholderia mallei ATCC 23344

- BMAA1578 — bmal3 — soeix — bmaR3 %BMAA157S —_ BMAA1574 — BMAA1573 — BMAA1572 —
- J

Figure 1.35. Organisation structurale des génes btal3/btaR3 chez B. thailandensis E264, bpsI3/bpsR3 chez
B. pseudomallei K96243 et bmal3/bmaR3 chez B. mallei ATCC 23344.

La région promotrice des geénes bpsi3 et bmal3 possede une boite /ux putative (TCGTGTCGCGCAACAGCC)
susceptible d’étre reconnue spécifiquement par les régulateurs transcriptionnels BpsR3 et BmaR3,
respectivement (Kiratisin et al., 2008). En revanche, aucune boite /ux potentiellement reconnue de maniere
spécifique par le régulateur transcriptionnel BtaR3 n’a été identifiée dans la région promotrice du geéne btal3.

1.3.2.3.5.2. La 30HCgs-HSL est le principal auto-inducteur des systemes Btal3/BtaR3,
BpsI3/BpsR3 et Bmal3/BmaR3

L’utilisation de biorapporteurs spécifiques pour I’identification des AHL retrouvées
chez la souche sauvage et chez le mutant btal3- de B. thailandensis DW503 a permis de
déterminer que la synthase Btal3 catalyse la synthése de la C¢-HSL (Ulrich et al., 2004d),
tandis que Chandler ef al. (2009) ont démontré par spectrométrie de masse que la synthase
Btal3 de B. thailandensis E264 synthétise exclusivement de la 30HCg-HSL, donc considérée

comme le principal auto-inducteur du systéeme Btal3/BtaR3.

Par ailleurs, la 30HCs-HSL constitue le principal auto-inducteur du systéme
BpsI3/BpsR3 puisque (i) la 30HCg-HSL est la seule AHL commune aux synthases BpsI3 de
B. pseudomallei 1026b, de B. pseudomallei KHW et de B. pseudomallei MSHR520 (Gamage
et al., 2011, Horton et al., 2013, Ulrich et al., 2004b); (ii) la 30HCg-HSL représente I’AHL
majoritairement produite via la synthase BpsI3 de B. pseudomallei KHW (Gamage et al.,
2011); (iii) la synthase BpsI3 de B. pseudomallei MSHRS520 synthétise exclusivement de la
30OHCs-HSL (Horton et al., 2013) (Fig. 1.36). Toutefois, les synthases BpsI3 de B.
pseudomallei 1026b et de B. pseudomallei KHW interviennent dans la biosynthese d’autres
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AHL comme, par exemple, la 30HC,-HSL (Gamage et al., 2011, Ulrich et al., 2004b) (Fig.
1.36).

Expression hétérologue
du géne bpsi3 et !
identification des AHL par
spectrométrie de masse |
(Ulrich et al., 2004b) |

30HC,-HSL \
| Cg-HSL \
‘ Cm-HSL
30C,,-HSL f Expression hétérologue du géne
\ 30HCg-HSL / bpS‘/3, com‘paraison du profil de
biosynthese des AHL chez la
souche sauvage et chez le mutant
bpsi3- et identification des AHL
par spectrométrie de masse
: (Gamage et al., 2011)
Comparaison du profil de B“'kh"lde”"‘
biosynthése des AHL chez la pseudomallei
souche sauvage et chez les MSHR520

mutants Abpsi3 et AbpsiAbpsi2 et
identification des AHL par
spectrométrie de masse
(Horton et al., 2013)

Figure 1.36. Répertoire des AHL synthétisées via la synthase BpsI3.

L’expression hétérologue du geéne bmal3 a permis de déterminer initialement que la
Cs-HSL, la C;o-HSL et la 30OHC,p-HSL sont les AHL produites par la synthase Bmal3 de B.
mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c). Ces AHL ont été identifiées par spectrométrie de
masse (Ulrich et al., 2004c). En revanche, 1’étude comparative du profil de biosynthése des
AHL chez la souche sauvage et chez le mutant bmal3- de B. mallei ATCC 23344 via
I’utilisation de biorapporteurs spécifiques réveéle que la synthase Bmal3 synthétise
majoritairement de la 30HCg-HSL de méme que, dans une moindre mesure, de la N-(3-
hydroxy-hexanoyl)-L-homosérine lactone (30HC¢-HSL) et de la 30HC;o-HSL (Duerkop et
al., 2008). Similairement, Majerczyk et al. (2013b) ont démontré que la synthase Bmal3 de B.
mallei GBS catalyse exclusivement la synthése de la 30HCg-HSL. Ainsi, la 30HCg-HSL

représente le principal auto-inducteur du systéme Bmal3/BmaR3.

A ce jour, il n’existe aucune étude démontrant I’implication de BtaR3, de BpsR3 et de

BmaR3 dans la modulation de la biosynthése de la 30HCg-HSL. Selon les travaux
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préliminaires de Kiratisin et al. (2008), le régulateur transcriptionnel BpsR3 de B.
pseudomallei K96243 réprime directement la transcription du géne bpsI3, suggérant une auto-
régulation négative du systéme BpsI3/BpsR3. Cette répression est vraisemblablement
indépendante des AHL. L’hypothése est que BpsR3 agit en tant qu’activateur de 1’expression
des génes cibles du systéme BpsI3/BpsR3 en présence d’AHL et se comporte comme un
inhibiteur de la transcription des génes sous le contrble du systéme. BpsI3/BpsR3 en absence
d’AHL. Semblablement, Gamage ef al. (2011) ont observé que les AHL ne sont pas
impliquées dans la modulation de I’expression du géne bpsI3 via le régulateur transcriptionnel
BpsR3 de B. pseudomallei KHW. 11 apparait, en revanche, que le régulateur transcriptionnel
BmaR3 de B. mallei ATCC 23344 ne controle pas la transcription du géne bmal3 (Duerkop et
al., 2008). De plus, les données RNA-Seq de Majerczyk et al. (2014a) suggérent que le géne

btaI3 ne constitue pas une cible du régulateur transcriptionnel BtaR3 de B. thailandensis
E264.

Toutes les AHL associées aux systémes Btal3/BtaR3, BpsI3/BpsR3 et Bmal3/BmaR3
chez diverses souches bactériennes de B. thailandensis, de B. pseudomallei et de B. mallei,

respectivement, sont répertoriées dans le Tableau 1.11.

74



Tableau 1.11. Répertoire des AHL associées aux systémes Btal3/BtaR3, BpsI3/BpsR3 et Bmal3/BmaR3.

AHL LuxI LuxR Souche bactérienne Référence
C¢-HSL Btal3 B. thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
30HCs-HSL  Bmal3 B. mallei ATCC 23344 (Duerkop et al., 2008)
Cs-HSL BpsI3 B pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
Bmal3 B. mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c)
30Cs-HSL BpsR3 B. pseudomallei K96243 (Kiratisin et al., 2008)
30HCs-HSL - Btal3 ‘ B thailandensis E264 (Chandler ef al., 2009)
BpsI3 B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
BpsI3 BpsR3 B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
BpsI3 B. pseudomallei MSHR520 (Horton et al., 2013)
Bmal3 ‘BmaR3 B. mallei ATCC 23344 (Duerkop et al., 2008)
Bmal3 B. mallei GBS (Majerczyk et al., 2013b)
Cy0-HSL BpsI3 B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
Bmal3 B. mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c)
30HC,;-HSL  BpsI3 B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)
BpsI3 BpsR3 B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
Bmal3 B. mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c)
Bmal3 B. mallei ATCC 23344 (Duerkop et al., 2008)
30HC,,-HSL BpsR3 B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
3OC14-HSL BpsI3 B. pseudomallei 1026b (Ulrich et al., 2004b)

1.3.3.2.3.5 Les systémes BpsI3/BpsR3 et Bmal3/BmaR3 jouent un réle dans la virulence

bactérienne

Aucune fonction singuliére n’a été attribuée au systéme Btal3/BtaR3 chez B.
thailandensis E264. L’existence d’interactions éventuelles entre les différents systémes
Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et BtaI3/BtaR3 pourrait raisonnablement justifier les difficultés
rencontrées en ce qui concerne I’identification de fonctions biologiques spécifiques a ces
systémes de régulation. Toutefois, les travaux préliminaires de Ulrich et al. (2004d) suggérent
que l’activité lipolytique, la morphologie coloniale ou encore la production d’hémolysines
sont notamment sous le contrble du systéme Btal3/BtaR3 chez B. thailandensis DW503

(Tableau 1.12). Des tests d’infection effectués chez plusieurs organismes modéles de
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laboratoire (cf. le Tableau 1.4 présenté a la section 1.3.2.3.2.2) ont, de plus, permis de mettre
en exergue I’importance des systémes BpsI3/BpsR3 et Bmal3/BmaR3 dans la pathogénicité
de B. pseudomallei DD503 et de B. mallei ATCC 23344, respectivement (Tableau 1.12).

Tableau 1.12. Processus cellulaires controlés via les systémes Btal3/BtaR3, BpsI3/BpsR3 et Bmal3/BmaR3.

Processus cellulaire Souche bactérienne Référence
Activité hémolytique B. thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
Activité lipolytique B. thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
Développement du biofilm ‘ B. pseudomallei KHW (Gamage et al., 2011)
Métabolisme et/ou transport du carbone B. thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
Mobilité B. thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
Morphologie coloniale B. thailandensis DW503 (Ulrich et al., 2004d)
Virulence B. pseudomallei DD503 (Ulrich et al., 2004b)
B. mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c)

1.3.2.3.6. Les systémes de quorum sensing sont interdépendants au sein des membres du

groupe Bptm
1.3.2.3.5.1. Interactions entre les systemes Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3

A ce jour, aucune interdépendance entre les systémes Btall/BtaR1 et Btal2/BtaR2 de
B. thailandensis E264 n’a été caractérisée. En revanche, 1’analyse transcriptomique de
Majerczyk et al. (2014a) montre, d’une part, que le syst¢tme Btall/BtaR1 stimule la
transcription du géne braR3, et d’autre part, que les régulateurs transcriptionnels BtaR1 et
BtaR3 contrdlent un répertoire de génes communs (Fig. 1.37). Cette analyse suggére, en
conséquence, que les systemes Btall/BtaR1 et BtaI3/BtaR3 de B. thailandensis E264 sont
interdépendants. Si les systémes Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3 de B. thailandensis E264
utilisent une AHL commune, & savoir la 30HCg-HSL, aucune étude n’a permis de mettre en
lumiére I’existence d’une interdépendance entre ces deux systemes de régulation. Par ailleurs,
les données RNA-Seq de Majerczyk et al. (2014a) indiquent que les régulateurs
transcriptionnels BtaR2 et BtaR3 contr6lent un répertoire de génes différents (Fig. 1.37).
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m Génes modulés par BtaR1

Génes modulés par BtaR2

Génes modulés par BtaR3

Génes régulés par la Cg-HSL

Génes régulés par la 30HC,-HSL

Génes régulés par la 30HC;-HSL

Figure 1.37. Répertoire des génes sous le controle du quorum sensing chez B. thailandensis E264.

(A) Diagramme de Venn représentant la proportion de génes dont 1’expression est activée et/ou inhibée par
BtaR1, BtaR2 et BtaR3 chez B. thailandensis E264. (B) Diagramme de Venn représentant la proportion de génes
dont la transcription est stimulée et/ou réprimée par la Cg-HSL, la 30HCs-HSL et la 30HC;,-HSL chez B.
thailandensis E264. D’aprés Majerczyk et al. (2014a).

1.3.2.3.5.2. Interactions entre les systemes Bpsl/BpsR, BpsI2/BpsR2 et BpsI3/BpsR3

Selon I’analyse transcriptomique de Ooi et al. (2013), le systeme Bpsl/BpsR active
I’expression des geénes bpsi2 et bpsR2 de B. pseudomallei 008. De plus, les travaux
préliminaires de Kiratisin ef al. (2008) indiquent que le complexe BpsR/30Cs-HSL, de méme
que le complexe BpsR3/30Cs-HSL, stimulent directement la transcription du géne bpsi2 de
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B. pseudomallei K96243, tandis que I’expression du géne bpsi3 de B. pseudomallei K96243
est réprimée directement par les régulateurs transcriptionnels BpsR et BspR2, suggérant que

les systemes Bpsl/BpsR, BpsI2/BpsR2 et BpsI3/BpsR3 sont interdépendants (Fig. 1.38).

J.J..E""‘——'

— bpsi3 ~ bpsR3 —

+ Cg-HSL

+30Cg-HSL
+Co-HSL  GLisy —

A
AHL‘A

A | ) }

— bpsR —* naM —i bpsl {spssoaaa —

+30Cg-HSL l/

+Cy- HSL

+C1°-HSL m ﬁ AHL

Figure 1.38. Interactions entre les systémes de quorum sensing Bpsl/BpsR, BpsI2/BpsR2 et BpsI3/BpsR3
chez B. pseudomallei K96243.

A T’heure actuelle, les AHL produites via les synthases Bpsl, Bpsl2 et BpsI3 de B. pseudomallei K96243 n’ont
pas encore €té identifiées et I’'impact des régulateurs transcriptionnels BpsR, BpsR2 et BpsR3 de B. pseudomallei
K96243 sur la biosynthése des AHL reste a déterminer.

Chez B. pseudomallei KHW, Gamage et al. (2011) ont observé que 1’absence de la
synthase Bpsl, entraine une réduction drastique de la transcription du géne bps/3, de méme
qu’une suppression de la production de la 30HCg-HSL. L’ hypothése est que le régulateur
transcriptionnel BpsR, en association avec la Cg-HSL, active I’expression de bpsi3. Par
ailleurs, Gamage ef al. (2011) rapportent que le complexe BpsR3/30HCg-HSL contréle
positivement et directement la transcription du gene bps/ et des AHL alternatives sont
capables de stimuler, dans une moindre mesure, I’expression de bps/ via le régulateur
transcriptionnel BpsR3. Cependant, Gamage ef al (2011) suggérent que le systéme

BpsI3/BpsR3 contrdle aussi négativement et indirectement le systéme Bpsl/BpsR puisque la
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30HC;s-HSL, la principale AHL produite par la synthase BpsI3 chez B. pseudomallei KHW,
pourrait agir comme un inhibiteur compétitif de la Cs-HSL, la principale AHL produite par la
synthase BpsI chez B. pseudomallei KHW, pour la liaison au régulateur transcriptionnel BpsR
et, ainsi, contrecarrer ’activation et/ou I’inhibition des processus cellulaires sous le contrdle

du systéme BpsI/BpsR comme, par exemple, le développement du biofilm.

1.3.2.3.5.3. Interactions entre les systémes Bmall/BmaR1 et Bmal3/BmaR3

Chez B. mallei ATCC 23344, la transcription du géne bmall est contrdlée
positivement et directement par le complexe BmaR3/30HCs-HSL (Duerkop et al., 2008).
D’autres AHL ont été testées pour leur implication dans I’activation de 1’expression de bmall
et il apparait que la 30HC3s-HSL constitue 1’unique ligand du régulateur transcriptionnel
BmaR3 (Duerkop et al., 2008). D’apres les données RNA-Seq de Majerczyk et al. (2014b), la
Cs-HSL stimule la transcription du géne bmaR3- chez B. mallei GB8. L’hypothése est que
Pexpression du géne bmaR3 est activée par le complexe BmaR1/Cs-HSL. Ces observations

révelent donc que les syStémeé Bmall/BmaR]1 et BmaI3/BmaR3 sont interdépendants.

1.3.2.3.7. Les régulateurs transcriptionnels orphelins parmi les espéces bactériennes B.

thailandensis, B. pseudomallei et B. mallei

Outre les génes btall, btal2 et btal3, qui codent respectivement les synthases Btall,
Btal2 et Btal3 synthétisant toutes les AHL identifiées chez B. thailandensis E264, aucun autre
gene lux] codant une synthase de type LuxI susceptible de produire des AHL n’est présent sur
le génome de B. thailandensis E264 (Ulrich et al., 2004d) (Fig. 1.39).
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Figure 1.39. Résumé des systémes de quorum sensing qui coexistent chez B. thailandensis E264.
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En revanche, le génome de B. thailandensis E264 contient de nombreux geénes /uxR
codant d’autres régulateurs transcriptionnels de type LuxR, en dehors des génes btaRl, btaR2
et btaR3 qui codent respectivement les régulateurs transcriptionnels BtaR1, BtaR2 et BtaR3,
parmi lesquels figurent, entre autres, les régulateurs transcriptionnels orphelins BtaR4 (MalR)
et BtaR5 (Ulrich et al., 2004d). Ces génes sont répartis sur les chromosomes I et II de B.
thailandensis E264 et, a la différence des génes btaRl, btaR2 et btaR3, ils ne sont pas
localisés & proximité des génes btall, btal2 et btal3. A titre d’exemple, le géne btaR4 (malR)
est situé sur le chromosome II (cf. la Figure 1.40 présentée a la section 1.3.2.3.8.1), tandis
que le géne btaRS5 est situé sur le chromosome I (cf. la Figure 1.44 présentée a la section
1.3.2.3.9.1). Par ailleurs, le génome de B. pseudomallei K96243, de méme que le génome de
B. mallei ATCC 23344, codent pareillement des régulateurs transcriptionnels de type LuxR
additionnels comme, par exemple, les régulateurs transcriptionnels orphelins BpsR4 et BpsR5
chez B. pseudomallei K96243 (Ulrich et al., 2004b) et les régulateurs transcriptionnels
orphelins BmaR4 et BmaR5 chez B. mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c).

1.3.2.3.8. Les régulateurs transcriptionnels orphelins BtaR4, BpsR4 et BmaR4
~ 1.3.2.3.8.1. BtaR4, BpsR4 et BmaR4 sont homologues

Des recherches bioinformatiques indiquent que le régulateur transcriptionnel orphelin
BtaR4 de B. thailandensis E264 (Ulrich et al., 2004d) est homologue aux régulateurs
transcriptionnels orphelins BpsR4 et BmaR4 de B. pseudomallei K96243 (Ulrich et al.,
2004b) et de B. mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c), respectivement (Tableau 1.13).

Tableau 1.13. Homologies entre les régulateurs transcriptionnels orphelins BtaR4, BpsR4 et BmaR4.

Géne Protéine Souche bactérienne Identité (Similarité)
btaR4 (ou BTH_I12087) BtaR4 B. thailandensis E264 100%

bpsR4 (ou BPSS0312) BpsR4 B. pséudomallei K96243 97% (99%)

bmaR4 (ou BMAA1443) BmaR4 B. mallei ATCC 23344 98% (99%)

Les génes btaR4, bpsR4 et bmaR4 sont localisés sur le chromosome II de B.
thailandensis E264 (Fig. 1.40A), de B. pseudomallei K96243 (Fig. 1.40B) et de B. mallei
ATCC 23344 (Fig. 1.40C), respectivement. Notons, également, que d’autres homologues du
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gene /uxR codant des régulateurs transcriptionnels de type LuxR orphelins sont présents sur le

chromosome II (Fig. 1.40).
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Figure 1.40. Localisation chromosomique des génes btaR4 de B. thailandensis E264, bpsR4 de B.
pseudomallei K96243 et bmaR4 de B. mallei ATCC 23344.
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1.3.2.3.8.2. BtaR4 contrile positivement et directement [’expression des génes mal codant

les enzymes responsables de la production de la malléilactone

D’aprés les travaux préliminaires de Ulrich ef al. (2004d), BtaR4 affecte
vraisemblablement I’activité lipolytique et le métabolisme et/ou le transport du carbone chez
B. thailandensis DW503. Chez B. thailandensis E264, Truong et al. (2015) ont démontré que
BtaR4 contrdle la production de la malléilactone, une molécule cytotoxique ayant des

propriétés antimicrobiennes (Fig. 1.41).

Malléilactone A

Malléilactone B

o

Figure 1.41. Structure chimique de la malléilactone chez B. thailandensis E264.
D’aprés Seyedsayamdost (2014).

En outre, Biggins ef al. (2012) ont rapporté que la malléilactone posséde des activités
chélatrices et intervient, en conséquence, dans le métabolisme du fer. Il apparait, par ailleurs,
que la malléilactone joue un rdle dans I’établissement des associations hote-pathogéne
(Biggins et al., 2012). Des tests d’infection, effectués chez plusieurs organismes modeles de
laboratoire (cf. le Tableau 1.4 présenté a la section 1.3.2.3.2.2) révelent, en effet, que
I’inactivation des génes mal, codant les enzymes impliquées dans la biosynthése de la

malléilactone, résulte en une atténuation de la virulence bactérienne (Fig. 1.42).
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Geéne Nom Opéron Description (d’aprés Burkholderia.com)
BTH_112087 btaR4 ATP-dependenttranscription regulator LuxR
BTH_112088 malA thiotemplate mechanism natural product synthetase
BTH_112089 malB hypothetical protein
BTH_112090 malC BTH_112090- BTH_112099 syringomycin synthesis regulator SyrP
BTH_112091 malD BTH_112090- BTH_112099 hypothetical protein
BTH_112092 malE BTH_112090- BTH_112099 gamma-aminobutyraldehyde dehydrogenase
BTH_112093 malF BTH_112090- BTH_112099 polyketide synthase
BTH_112094 malG BTH_112090- BTH_112099 ketol-acid reductoisomerase
BTH_112095 mall BTH_112090- BTH_112099 diaminopimelate decarboxylase
BTH_112096 mall BTH_112090- BTH_I12099 long-chain-fatty-acid--CoA ligase
BTH_112097 malk BTH_112090- BTH_112099 putative lipoprotein
BTH_112098 mall BTH_112090- BTH_112099 malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase
BTH_112099 malM BTH_112090- BTH_112099 AMP-binding domain-containing protein

Figure 1.42. Organisation structurale des génes mal codant les enzymes responsables de la production de la malléilactone.
La fléche noire indique que les génes sont potentiellement organisés en opéron d’aprés Burkholderia.com.
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L’expression des génes mal est contrdlée positivement et directement via le régulateur
transcriptionnel orphelin BtaR4 (Truong ef al., 2015). Truong et al. (2015) ont déterminé,
d’une part, que BtaR4 interagit spécifiquement avec la région promotrice des génes mal au
niveau d’une boite /ux putative et, d’autre part, que cette interaction ne requiert pas d’AHL
(Fig. 1.43). Ainsi, BtaR4, a la différence des régulateurs transcriptionnels BtaR1, BtaR2 et
BtaR3, n’agirait pas en association avec les AHL produites via les synthases Btall, Btal2 et
Btal3. De plus, les travaux préliminaires de Ulrich ez al. (2004d) suggérent que la biosynthése
des AHL, chez B. thailandensis DW503, n’est pas sous le controle de BtaR4, tandis que
I’analyse transcriptomique de Majerczyk et al. (2014a) indique que BtaR4 n’a aucun impact
ni sur I’expression des genes btall, btal? et btal3, ni sur la transcription des génes btaRl,
btaR2 et btaR3 chez B. thailandensis E264. Cette analyse montre, par ailleurs, que le géne
btaR4 ne constitue pas une cible du quorum sensing. En revanche, les AHL affectent la
transcription des geénes mal, suggérant que la modulation de ia production de la malléilactone
en fonction de la densité cellulaire n’est pas exclusivement dépendante du régulateur
transcriptionnel BtaR4 (Majerczyk et al., 2014a, Truong et al., 2015). 1l apparait, en effet, que
BtaR1, BtaR2 et BtaR3 régulent également I’expression des génes mal et/ou la biosynthése de
la malléilactone chez B. thailandensis E264 (Majerczyk et al., 2014a, Mao et al., 2017).

7

Burkholderia thailandensis E264
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Figure 1.43. Organisation structurale des génes btaR4 chez B. thailandensis E264, bpsR4 chez B.
pseudomallei K96243 et bmaR4 chez B. mallei ATCC 23344

La région promotrice des génes mal de B. thailandensis E264 et de B. pseudomallei K96243 possede une boite
lux putative (GACTGTAAGAAGTTGCAGTA) susceptible d’étre reconnue spécifiquement par les régulateurs
transcriptionnels orphelins BtaR4 et BpsR4, respectivement (Biggins et al., 2012, Truong et al., 2015). En
revanche, aucune boite /ux potentiellement reconnue de maniere spécifique par le régulateur transcriptionnel
orphelin BmaR4 n’a été identifiée dans la région promotrice des genes mal de B. mallei ATCC 23344.

\
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Le génome de B. pseudomallei K96243 et de B. mallei ATCC 23344 contient
pareillement des génes mal chez lesquelles ils pourraient cbnstituer d’importants facteurs de
virulence (Fig. 1.43). Alors que ni I’expression du géne bpsR4 ni la transcription du géne
bmaR4 ne sont sous le contrdle du quorum sensing, les données RNA-Seq de Majerczyk et al.
(2014b) indiquent que les AHL modulent I’expression des génes mal chez B. pseudomallei
1026b et chez B. mallei GBS. Toutefois, le role de BpsR4 et de BmaR4 dans la régulation de
la biosynthése de la malléilactone n’est pas connu. En revanche, les travaux préliminaires de
Kiratisin et al. (2008) révélent que BpsR4 controle la transcription des génes bpsI2 et bpsl3
chez B; pseudomallei K96243, suggérant que BpsR4 affecte la production des AHL et, pour
cette raison, la modulation de I’expression génique via le quorum semsing. L’impact de

BmaR4 sur les systémes Bmall/BmaR1 et Bmal3/BmaR3 n’a pas encore été investigué.

1.3.2.3.9. Les régulateurs transcriptionnels orphelins BtaRS, BpsR5 et BmaR5
1.3.2.3.9.1. BtaR5, BpsR5 et BmaR5 sont homologues

Des recherches bioinformatiques indiquent que le régulateur transcriptionnel orphelin
BtaR5 de B. thailandensis E264 (Ulrich et al., 2’004d) est homologue aux régulateurs
transcriptionnels orphelins BpsR5 et BmaRS5 de B. pseudomallei K96243 (Ulrich et al.,
2004b) et de B. mallei ATCC 23344 (Ulrich et al., 2004c), respectivement (Tableau 1.14).

Tableau 1.14. Homologies entre les régulateurs transcriptionnels orphelins BtaRS, BpsR5 et BmaRS5.

Géne Protéine Souche bactérienne Identité (Similarité)
btaR5 (ou BTH_I1817) BtaR5 B. thailandensis E264 100% A

bpsR5 (ou BPSL2347) BpsRS B. pseudomallei K96243 97% (98%)

bmaR5 (ou BMA0641) BmaR5 . B. mallei ATCC 23344 98% (98%)

Les génes btaR5, bpsR5 et bmaR5 sont localisés sur le chromosome I de B.
thailandensis E264 (Fig. 1.44A), de B. pseudomallei K96243 (Fig. 1.44B) et de B. mallei
ATCC 23344 (Fig. 1.44C), respectivement. On y retrouve également d’autres homologues du
geéne /uxR codant des régulateurs transcriptionnels de type LuxR orphelins (Fig. 1.44).
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Figure 1.44. Localisation chromosomique des génes bfaR5 de B. thailandensis E264, bpsR5 de B.
pseudomallei K96243 et bmaR5 de B. mallei ATCC 23344.
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1.3.2.3.9.2. BtaR5 n’affecte pas les systemes Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3

D’aprés les travaux préliminaires de Ulrich et al. (2004d), BtaRS n’a pas d’effet sur la
biosynthese des AHL chez B. thailandensis DW503. Les données RNA-Seq de Majerczyk et
al. (2014a) indiquent, par ailleurs, que BtaR5, chez B. thailandensis E264, n’affecte ni
I’expression des génes brall, btal2 et btal3, ni la transcription des génes btaRI, btaR2 et
btaR3. 1l apparait, en revanche, que le géne btaR5 constitue une cible du quorum sensing
(Majerczyk et al., 2014a). A D'inverse, ’expression des génes bpsR35 et bmaR5, chez B.
pseudomallei 1026b et chez B. mallei GBS, respectivement, n’est pas modulée en fonction de
la densité bactérienne (Majerczyk et al., 2014b). Toutefois, les travaux préliminaires de
Kiratisin et al. (2008) révélent que BpsR5 contrble la transcription des génes bpsl, bpsI2 et
bpsI3 chez B. pseudomallei K96243, suggérant que BpsR5 influence la production des AHL
et, de ce fait, la régulation de ’expression génique dépendante du quorum sensing. L’ impact

de BmaRS5 sur les systémes Bmall/BmaR1 et Bmal3/BmaR3 n’a pas encore été investigué.

1.3.2.3.9.3. BpsR5 et BmaR5 jouent un réle dans la virulence bactérienne

A T’heure actuelle, la fonction du régulateur transcriptionnel orphelin BtaR5 de B.
thailandensis E264 est inconnue. En revanche, des études phénotypiques réalisées chez B.
thailandensis DW503 suggerent que BtaRS5 intervient dans la production d’hémolysines, dans
’activité lipolytique ainsi que dans le métabolisme et/ou le transport du carbone (Ulrich et al.,
2004d). D’autre part, des tests d’infection, effectués chez plusieurs organismes modeles de
laboratoire (cf. le Tableau 1.4 présenté a la section 1.3.2.3.2.2), ont démontré 1’importance de
BpsR5 et de BmaR5 dans la pathogénicité de B. pseudomallei DD503 et de B. mallei ATCC
23344, respectivement (Ulrich et al., 2004b, Ulrich et al., 2004c). Notons, cependant, que les
facteurs de survie et/ou de virulence contrdlés via les régulateurs transcriptionnels orphelins

BpsRS5 et BmaR5 restent a déterminer.
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1.33. Les espéces bactériennes du genre Burkholderia produisent des
molécules de signalisation putatives appartenant 3 la famille des HAQ via le

systéme de quorum sensing hypothétique imgq

Chez les bactéries appartenant au genre Burkholderia, la modulation de I’expression
géhique en fonction de la densité cellulaire est essentiellement attribuée a des systémes de
communication intercellulaire qui utilisent des AHL comme signaux moléculaires. Toutefois,
un autre systéme de quorum sensing hypothétique, appelé hmg, homologue au systéme pgs de
P. aeruginosa, est également susceptible d’intervenir dans cette modulation au sein des

espéces bactériennes du genre Burkholderia.

1.3.3.1. Le systéme hmgq utilise des signaux moléculaires putatifs structurellement

analogues aux HAQ spécifiques de P. aeruginosa

Le systéme hmg implique des molécules de signalisation putatives qui appartiennent a
la famille des HAQ (Butt et al., 2016, Chapalain et al., 2017, Diggle et al., 2006a, Diggle et
al., 2006b, Vial et al., 2008). Celles-ci présentent des structures chimiques variées et sont
divisées en cinq sous-familles distinctes. Les sous-familles A, B et C, qui sont majoritaires,
rassemblent les HAQ méthylées, ou 4-hydroxy-3-méthyl-2-alkylquinolines (HMAQ). Elles se
distinguent notamment par la longueur et/ou I’insaturation, en position 2°, de la chaine alkyle
qui les compose. Elles peuvent également étre N-oxydées. Citons, par exemple, la HMAQ-
Cs:2°, la HMAQ-Cy et la HMAQNO-Cg:2’ qui sont retrouvées dans les sous-familles A, B et
C, respectivement (Fig. 1.45). Les sous-familles D et E, qui sont minoritaires, regroupent les
HAQ non méthylées. Citons, par exemple, la HAQ-Cs et 1a HAQ-C;;:2° qui sont retrouvées

dans les sous-familles D et E, respectivement (Fig. 1.45).
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Figure 1.45. Exemples de HMAQ et de HAQ spécifiques du systéme Amgq.

D’aprés Vial et al. (2008).

Sous-famille A
HMAQ insaturées
(HMAQ-C5:2’)

Sous-famille B
HMAQ saturées

Sous-famille C
HMAQ N-oxydées
(HMAQNO-C,:2")

Sous-famille D
HAQ saturées
(HAQ‘Cg)

Sous-famille E
HAQ insaturées
(HAQ‘Cll:Z’)
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1.3.3.1.1. Identification de HMAQ parrrﬁ les membres du groupe Bptm

Les HAQ retrouvées chez les espéces bactériennes appartenant au genre Burkholderia
telles que B. thailandensis présentent des analogies de structure avec les HAQ spécifiques du
systéme pgs de P. aeruginosa (Vial et al., 2008). Toutefois, les HAQ de B. thailandensis sont,
pour la plupart d’entre elles, insaturées et méthylées et ont été, par conséquent, nommeées
HMAQ. A titre d’exemple, la HMAQ-Co:2’°, également appelée 4-hydroxy-3-méthyl-2-
nonénylquinoline (HMNQ), constitue la principale HMAQ identifiée chez B. thailandensis
E264 (Fig. 1.46).

Burkholderia thailandensis E264

CH,
HMAQ-C,:2’

N

H o
HNQ I

N

H

Pseudomonas aeruginosa PA14

Figure 1.46. Structure chimique de la principale HMAQ identifiée chez B. thailandensis E264.
B. thailandensis E264 produit, de fagon majoritaire, de la HMAQ-Cy:2" (Vial et al., 2008). Cette HMAQ est
structurellement analogue aux HAQ retrouvées spécifiquement chez P. aeruginosa PA14 telles que le HNQ.

Par ailleurs, Diggle et al. (2006b) ont rapporté la présence de HAQ chez la bactérie B.
pseudomallei, génétiquement, physiologiquement et biochimiquement similaire a B.
thailandensis (cf. la Figure 1.18 présentée a la section 1.3.1), et des HMAQ ont été détectées
subséquemment dans des cultures de plusieurs souches cliniques de B. pseudomallei, isolées
chez des individus souffrant de la mélioidose, a savoir B. pseudomallei K96243 et B.
pseudomallei 1026b, qui synthétisent essentiellement de la HMAQ-Co:2” (Butt ef al., 2016,
Vial et al., 2008). En revanche, B. mallei, bien qu’étroitement apparentée aux especes
bactériennes B. thailandensis et B. pseudomallei (cf. la Figure 1.18 présentée a la section

1.3.1), ne produit ni de HAQ ni de HMAQ (Vial et al., 2008).
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1.3.3.1.2. Identification de HMAQ parmi les membres du complexe Bcc

Vial et al. (2008) ont également démontré que le pathogéne opportuniste de ’Homme
B. ambifaria, un membre du complexe Bcc (cf. la Figure 1.18 présentée a la section 1.3.1),
est capable de synthétiser des HMAQ comme, par exemple, la HMAQ-C7:2°, aussi appelée 4-
hydroxy-3-méthyl-2-hepténylquinoline (HMHQ), qui est majoritairement produite chez B.
ambifaria HSJ1 (Fig. 1.47).

Burkholderia ambifaria HSJ1

CH,
HMAQ-C,:2’

N
H o
HHQ
N
H

Pseudomonas aeruginosa PA14

Figure 1.47. Structure chimique de la principale HMAQ identifiée chez B. ambifaria HSJ1.

B. ambifaria HSJ1 produit essentiellement de la HMAQ-C;:2° (Vial et al.,, 2008). Cette HMAQ présente des
analogies de structure avec les HAQ retrouvées de maniére spécifique chez P. aeruginosa PA14 telles que le
HHQ.

Alors que les souches cliniques de B. ambifaria, provenant de patients atteints de
fibrose kystique, comme, par exemple, B. ambifaria HSJ1, synthétisent d’une maniere
générale des HMAQ, Vial ef al. (2010) n’ont décelé la présence d’aucune HMAQ chez les
souches environnementales de B. ambifaria, issues de la rhizosphére de diverses plantes, a
I’image de B. ambifaria AMMD. Toutefois, des traces de HMAQ ont été détectées
ultérieurement dans des cultures de la souche environnementale B. ambifaria AMMD
produisant, au méme titre que la souche clinique B. ambifaria HSJ1, essentiellement de la
HMAQ-C7:2°, en employant des conditions de culture différentes (Mahenthiralingam et al.,
2011). A ce jour, I’hypothése est que la production des HMAQ, chez les souches

environnementales de B. ambifaria, implique des conditions de culture spécifiques qui se
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distinguent de celles nécessaires a la biosyntheése des HMAQ chez les souches cliniques de B.
ambifaria (Chapalain et al., 2017).

Outre les souches cliniques et environnementales de B. ambifaria, d’autres bactéries
appartenant au complexe Bcc, telles que B. vietnamiensis,‘ B. multivorans ou encore
Burkholderia stabilis, ont été testées pour leur capacité a produire des HMAQ et/ou des HAQ
(Vial et al., 2008). Aucune HMAQ et/ou HAQ n’a pu étre détectée chez ces espéces
bactériennes. Cependant, Diggle et al. (2006b) ont observé la présence de HAQ dans des
cultures de la souche clinique B. cenocepacia J415, tandis que Kilani-Feki et al. (2011) ont
observé la présence de HMAQ dans des cul’cufes de la souche environnementale B. cepacia
Cs5. Ainsi, B. ambifaria, B. cenocepacia et B. cepacia sont actuellement les seuls membres
du complexe Bcc identifiés comme étant capables de synthétiser des HAQ méthylées et/ou

non méthylées.

1.3.3.2. L’acide anthranilique est le précurseur des HMAQ

Vial et al. (2008) ont rapporté que 1’ajout d’acide anthranilique radiomarqué dans des
cultures de B. thailandensis E264 et de B. ambifaria HSJ1 induit, de fagon systématique, un
marquage radioactif des différentes HMAQ produites chez ces souches bactériennes
démontrant que les HMAQ, au méme titre que les HAQ spécifiques de P. aeruginosa,

dérivent de I’acide anthranilique (Fig. 1.48).
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Figure 1.48. Représentation schématique de la biosynthése des HMAQ a partir de I’acide anthranilique chez les espéces bactériennes du genre Burkholderia.
Les fléches noires indiquent que les génes sont potentiellement organisés en opéron d’aprés Burkholderia.com.
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1.3.3.2.1. Implication des voies métaboliques des anthranilate synthases PinAB et TrpEG

Chez P. aeruginosa, la biosynthése des HAQ implique les voies métaboliques des
anthranilate synthases PhnAB et TrpEG fournissant de 1’acide anthranilique a partir de 1’acide
chorismique (cf. la Figure 1.15 présentée a la section 1.2.3.2.2). B. thailandensis E264, B.
pseudomallei K96243 et B. ambifaria AMMD ne contiennent pas de genes ‘homologues aux
geénes phnA et phnB de P. aeruginosa PA14, codant respectivement les sous-unités o et f de
I’anthranilate synthase PhnAB (Vial et al., 2008). Ainsi, la voie métabolique PhnAB n’est pas
responsable de la biosynthese de 1’acide anthranilique nécessaire a la production des HMAQ
chez les espéces bactériennes appartenant au genre Burkholderia (Fig. 1.48). En revanche, B.
thailandensis E264, B. pseudomallei K96243 et B. ambifaria AMMD possédent des génes
homologues aux génes de ’opéron #rpEG de P. aeruginosa PAl4, codant I’anthranilate
synthase TrpEG, indiquant que la voie métabolique TrpEG est susceptible d’intervenir dans la
biosynthése des HMAQ chez les bactéries du genre Burkholderia (Vial et al., 2008) (Fig.
1.48). '

1.3.3.2.2. Implication de la voie métabolique de la kynurénine KynABU

Notons, également, que les HAQ spécifiques de P. aeruginosa peuvent étre produites
via la voie métabolique de la kynurénine KynABU responsable de la dégradation du
tryptophane en acide anthranilique (cf. la Figure 1.15 présentée a la section 1.2.3.2.2). Des
génes homologues aux génes kynAd, kynB et kynU de P. aeruginosa PA14, codant
respectivement la tryptophane 2,3-dioxygénase KynA, la kynurénine formamidase KynB et la
kynuréninase KynU, sont aussi présents dans le génome des espéces bactériennes appartenant
au genre Burkholderia (Vial et al., 2008). De plus, Vial et al. (2008) ont observé un marquage
radioactif de toutes les HMAQ identifiées chez B. thailandensis E264 et chez B. ambifaria
HSJ1 en présence de tryptophane radiomarqué et Butt e al (2016) ont montré que
I’inactivation du géne kynB provoque une diminution de la biosynthése des HMAQ de B.
pseudomallei K96243. Ainsi, chez les espéces bactériennes du genre Burkholderia, 1’acide
anthranilique synthétisé a partir du tryptophane via la voie métabolique KynABU contribue a
la production des HMAQ (Fig. 1.48).
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1.3.3.2.3. Le 6-FABA : un inhibiteur compétitif de 1’acide anthranilique

L’utilisation de dérivés halogénés de 1’acide anthranilique comme, par exemple,
I’acide 2-amino-6-fluorobenzoique (6-FABA), un analogue structural de I’acide anthranilique,
entraine une abolition de la biosynthése des HAQ spécifiques de P. aeruginosa (Lesic et al.,
2007) (Fig. 1.48). Il apparait, par ailleurs, que la présence de 6-FABA dans des cultures de B.
thailandensis E264 et de B. ambifaria HSJ1 empéche pareillement la production des HMAQ
(Lesic et al., 2007, Vial et al., 2008) (Fig. 1.48).

1.3.3.3. L’opéron hmgABCDEFG codant les principales protéines responsables de la
biosynthése des HMAQ est homologue a ’opéron pgs4A BCDE de P. aeruginosa

Chez P. aeruginosa, I’opéron pgsABCDE code les principales enzymes impliquées
dans la biosynthese des HAQ, a partir de I’acide anthranilique (cf. la Figure 1.16 présentée a
la section 1.2.3.2.3). B. thailandensis E264, B. pseudomallei K96243 et B. ambifaria AMMD
possedent des genes, nommés hmgA, hmgB, hmqC, hmgD et hmgE, qui sont respectivement
homologues aux geénes pgsA, pqgsB, pqsC, pgsD et pgsE de P. aeruginosa (Diggle et al.,
2006a, Diggle et al., 2006b, Vial et al., 2008). Ces génes sont regroupés, avec les genes hmgF
et hmgG, au sein d’un opéron, appelé hmgABCDEFG (Vial et al., 2008) (Fig. 1.49). Les
genes hmgF et hmgG ne possédent pas, quant a eux, d’homologues chez P. aeruginosa (Vial
et al., 2008).
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e fmga-mae e hmar A hmag | —
Géne Nom Opéron Description (d’aprés Burkholderia.com)
BTH_111935 hmgA BTH_111935 - BTH_1i1929 acetyl-coA synthetase
BTH_111934  hmgB BTH_111935- BTH_111929 hypothetical protein
BTH_111933 hmqC BTH_111935- BTH_111929 hypothetical protein
BTH_111932 hmgD BTH_111935 - BTH_111929 3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase Il
BTH_111931 hmgE BTH_111935- BTH_111929 metallo-B-lactamase domain-containing protein
BTH_111930 hmgF BTH_111935- BTH_111929 AMP-binding domain-containing protein
BTH_111929 hmgG BTH_111935- BTH_111929 hypothetical protein

Figure 1.49. Organisation structurale de I’opéron imgABCDEFG chez B. thailandensis E264.
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Les homologies de séquence entre les opérons hmgABCDEFG et pgsABCDE
suggerent que les protéines HmgA, HmgB, HmqC, HmqD et HmgE retrouvées chez les
espéces bactériennes appartenant au genre Burkholderia exercent des fonctions similaires aux
enzymes PqsA, PqsB, PqsC, PqsD et PqsE de P. aeruginosa, respectivement (Vial et al.,
2008) (Tableau 1.15).

Tableau 1.15. Les protéines HmqA, HmqB, HmqC, HmqD et HmqE de B. thailandensis E264 sont
respectivement homologues aux enzymes PqsA, PgsB, PqsC, PgsD et PqsE de P. aeruginosa PA14.

Géne Protéine Souche bactérienne Identité (Similarité)
PgqsA (ou PA14_51430) PqsA P. aeruginosa PA14 100%
hmgA (ou BTH_II1935) HmgA ‘B. thailandensis E264 30% (44%)
PqsB (ou PA14_51420) PqsB P. aeruginosa PA14 100%
hmgB (ou BTH_III934) HmgB B. thailandensis E264 30% (43%)
PgsC (ou PA14_51410) PqsC P. aeruginosa PA14 100%
hmqC (ou BTH_I11933) HmqC B. thailandensis E264 38% (59%)
pqsD (ou PA14_51390) PqsD P. aeruginosa PA14 100%
hmgD (ou BTH_IT1932) HmgD B. thailandensis E264 54% (69%)
PqsE (ou PA14_51380) PqsE P. aeruginosa PA14 100%
hmgE (ou BTH_II1931) HmgE B. thailandensis E264 32% (50%)

Vial et al. (2008) ont rapporté qu’une mutation polaire du géne AmgA, induisant
I’inactivation de I’opéron himgABCDEFG, est associée a une suppression de la biosynthése
des HAQ, aussi bien méthylées que non méthylées, chez B. thailandensis E264 et chez B.
ambifaria HSJ1. Cette inactivation entraine, par ailleurs, une accumulation d’acide
anthranilique (Vial et al., 2008). En outre, Diggle et al. (2006b) ont démontré que les génes
hmqgA et hmgE de B. pseudomallei PP844 sont capables de complémenter fonctionnellement
les geénes pgsA et pgsE de P. aeruginosa PAO1 et permettent, entre autres, de restaurer la
biosynthése des HAQ, de méme que la production de la pyocyanine sous le contrble du
systéme pgs. L’ensemble de ces considérations indique donc que les protéines HmqA, HmqgB,
HmgqC, HmgD, HmgE, HmgF et HmqG, codées par les génes de I’opéron hmgABCDEFG,
interviennent effectivement, & partir de I’acide anthranilique, dans la production des HMAQ.

HmgqE, a I’instar de PqsE chez P. aeruginosa, pourrait étre également impliquée dans la
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régulation de ’expression de génes de virulence, par exemple, qui constitueraient des cibles

du systéme hmgq.

D’autre part, les protéines HmgF et HmqG, codées respectivement par les deux geénes
supplémentaires de ’opéron hmgABCDEFG, a savoir les génes hmgF et hmgG, sont
respectivement responsables de I’insaturation, s’il y a lieu, et de la méthylation des HMAQ |
(Agarwal et al., 2012, Vial et al, 2008). En effet, Vial et al. (2008) ont observé que
I’inactivation du géne AmqG, codant la méthyltransférase putative HmqG, résulte, d’une part,
en une abolition de la biosynthése des HAQ méthylées et, d’autre part, en une accumulation
des HAQ non méthylées. Notons, par ailleurs, que le groupement méthyle des HMAQ
pourrait provenir de la S-adénosyl-L-méthionine (SAM) (Vial et al., 2008). |

Aucun homologue du géne pgsH, codant la mono-oxygénase FAD-dépendante PqsH
responsable de la conversion du HHQ en PQS chez P. aeruginosa (cf. la Figure 1.16
présentée a la séction 1.2.3.2.3), n’a été retrouvé chez B. thailandensis E264, chez B.
pseudomallei K96243 ou chez B. ambifaria AMMD, justifiant ’absence de PQS chez les
especes bactériennes du genre Burkholderia (Butt et al.,, 2016, Diggle et al., 2006b,
Mahenthiralingam et al., 2011, Vial et al., 2008). Le PQS, par opposition au HHQ, pourrait
donc procurer & P. aeruginosa un avantage écologique vis-3-vis d’autres bactéries pathogénes
qui sont dans I’incapacité d’en produire telles que B. ambifaria HSJ1 colonisant pareillement
les poumons de patients atteints de fibrose kystique (Eberl, 2006a). En revanche, un
homologue du géne pgsL, codant la mono-oxygénase FAD-dépendante PqsL impliquée dans
la biosynthése des HAQ N-oxydes chez P. aeruginosa (cf. la Figure 1.16 présentée a la
section 1.2.3.2.3), a été identifié chez B. thailandensis E264 et chez B. pseudomallei K96243
chez lesquelles des HMAQ N-oxydes ont été détectées (Butt ef al., 2016, Diggle et al., 2006b,
Vial et al., 2008).

Outre les bactéries B. thailandensis, B. pseudomallei et B. ambifaria, des recherches
bioinformatiques ont permis de mettre en exergue que d’autres espéces bactériennes
appartenant au genre Burkholderia telles que Burkholderia oklahomensis posseédent également
I’opéron hmgABCDEFG et sont, pour cette raison, susceptibles de produire des HMAQ (Vial
et al., 2008). |
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1.3.3.4. Aucun homologue du géne mvfR codant le régulateur transcriptionnel MvfR

n’est présent a proximité de I’opéron himqABCDEFG

Chez P. aeruginosa, le régulateur transcriptionnel de type LysR, MvfR, contrdle
positivement et directement la biosynthése des HAQ en interagissant avec la région
promotrice de 1’opéron pgsABCDE au niveau d’une boite LysR (cf. la Figure 1.17 présentée a
la section 1.2.3.2.4). Les homologies de séquence entre les opérons pgsABCDE et
hmgABCDEFG suggérent que la biosynthése des HMAQ, similairement a la production des
HAQ spécifiques de P. aeruginosa, est sous le contrdle d’un régulateur transcriptionnel de
type LysR chez les espéces bactériennes appartenant au genre Burkholderia (Vial et al.,
2008). Alors que le géne mvfR, codant le régulateur transcriptionnel MvfR, est localisé a
proximité de I’opéron pgsABCDE, aucun homologue du géne mvfR n’est présent aux
alentours de 1’opéron imgqABCDEFG de B. thailandensis E264, de B. pseudomallei K96243
ou de B. ambifaria AMMD (Vial et al., 2008) (Fig. 1.50). Par ailleurs, Vial et al. (2008) n’ont
trouvé aucune boite LysR, susceptible d’étre reconnue spécifiquement par un régulateur
transcriptionnel de type LysR, dans la région promotrice de 1’opéron himgABCDEFG. Ainsi,
la modulation de I’expression de hmgABCDEFG pourrait étre différente de celle de

pqsABCDE, et impliquer des régulateurs transcriptionnels alternatifs.

Burkholderia thailandensis E264

hmgqF T hm ; BTH_II19,

hmgF > __hmgG >—-rm>—
Burkholderia ambifaria AMMD

—<umb_mz ——{ hmgA »{hmq8>{hmqC{hmgD-{hmge> hmgF >| hmgG >—<umb.sm g

Pseudomonas aeruginosa PA14

Figure 1.50. Comparaison des opérons pgsABCDE chez P. aeruginosa PA14 et hmqgABCDEFG chez B.
thailandensis E264, chez B. pseudomallei K96243 et chez B. ambifaria AMMD.
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Toutefois, les travaux préliminaires de Dumais (2010), réalisés au sein de notre

laboratoire, ont permis d’identifier un régulateur transcriptionnel de type LysR, initialement

appelé HmqR, stimulant le systéme hmgq de B. thailandensis E264. Plus récemment, Mao et

al. (2017) ont redécouvert ce régulateur transcriptionnel désormais publié sous le nom de

ScmR (secondary metabolite regulator) et ont confirmé, en ’occurrence, que I’expression de

I’opéron himgABCDEFG ainsi que la biosynthése des HMAQ sont contrdlées via le régulateur

transcriptionnel ScmR chez B. thailandensis E264 (Fig. 1.51).
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Figure 1.51. Localisation du géne scmR au sein du génome de B. thailandensis E264.
Le géne scmR, codant le régulateur transcriptionnel ScmR, n’est pas situé a proximité de ['opéron
hmgABCDEFG chez B. thailandensis E264. La fléche noire indique que les génes sont potentiellement arrangés

en opéron d’apres Burkholderia.com.
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Outre le systéme hmg, Mao ef al. (2017) ont démontré que ScmR inhibe la
transcription et/ou la production de nombreux métabolites secondaires tels que la
thailandamide, les bactobolines ou encore la malléilactone. De plus, une analyse
transcriptomique de la souche sauvage et d’un mutant AscmR de B. thailandensis E264
indique que ScmR constitue un régulateur global de 1’expression génique et des études
phénotypiques réalisées chez B. thailandensis E264 révelent que ScmR influence la
morphologie coloniale, le développement du biofilm ainsi que la virulence bactérienne (Mao
et al., 2017). Mao et al. (2017) ont, par ailleurs, rapporté que ScmR active la biosynthése de la
Cs-HSL, de la 30HCs-HSL et de la 30HC;p-HSL, les principales AHL retrouvées chez B.
thailandensis E264, via un mécanisme de régulation encore inconnu. Notons, également, que
I’inactivation simultanée des génes btall, btal2 et btal3 entraine une réduction drastique de la
transcription du géne scmR (Mao et al., 2017).. L’hypothése est que les systémes Btall/BtaR1,
Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3 de B. thailandensis E264 agissent, entre autres, via le régulateur
transcriptionnel ScmR pour contrdler 1’expression et/ou la biosynthése des métabolites
secondaires de méme que d’autres processus cellulaires comme, par exemple, la. morphologie

coloniale, le développement du biofilm et la virulence bactérienne (Mao et al., 2017).

1.3.3.5. L’expression de I’opéron imqABCDEFG n’est pas sous le controle des HMAQ

Chez P. aeruginosa, D’expression de 1’opéron pgsABCDE est aufo—régulée
positivement par I’intermédiaire des HAQ qui agissent tels des co-inducteurs du régulateur
transcriptionnel MvfR (cf. la Figure 1.17 présentée a la section 1.2.3.2.4). En outre, la
transcription de ’opéron pgsABCDE est auto-régulée négativement par I’intermédiaire de
PgsE via un mécanisme de modulation indéterminé. L’étude du role des HMAQ dans la
régulation de I’expression de I’opéron imgABCDEFG chez B. ambifaria HSJ1 a permis de
déterminer que les HMAQ n’affectent pas la transcription de 1’opéron hAmgABCDEFG
(Chapalain et al., 2017). Ainsi, les HMAQ, chez les espéces bactériennes appartenant au
genre Burkholderia, pourraient étre fonctionnellement différentes des HAQ spécifiques de P.
aeruginosa. Notons, néanmoins, que Chapalain et al. (2017) ont observé qu’une mutation
polaire du géne AmgA engendre une surexpression de 1’opéron hmgABCDEFG, suggérant une
auto-régulation négative du systéme hmgq de B. ambifaria HSJ1 (cf. la Figure 1.52 présentée &

la section 1.3.3.7.1). Cependant, le mécanisme de régulation sous-jacent est encore inconnu.
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1.3.3.6. Lien entre le systéme hmq et les AHL au sein des membres du groupe Bptm
1.3.3.6.1. Les AHL affectent la transcription de I’opéron AmgABCDEFG

Chez P. aeruginosa, les systémes las et rhl contrblent directement I’expression de
I’opéron pgsABCDE et indirectement par I’intermédiaire du régulateur transcriptionnel Mv{R.
D’aprés ’analyse transcriptomique de Majerczyk et al. (2014a), la Cg-HSL, la 30HCs-HSL
et/ou la 30HC;-HSL inhibent la transcription des génes hmgA, hmqC, hmgD, hmgqE, hmqF et
hmqG chez B. thailandensis E264. Cette analyse suggere donc que 1’expression de 1’opéron
hmgABCDEFG est réprimée via les systémes Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et/ou Btal3/BtaR3.
Notons, toutefois, que ni I’absence des régulateurs transcriptionnels BtaR1, BtaR2 et BtaR3,
ni P’inactivation des génes btaR4 et btaR5, n’altérent vraisemblablement la transcription des
génes hmqA, hmgB, hmqC, hmgD, hmqE, hmgF et hmgG (Majerczyk et al., 2014a). En
revanche, les données RNA-Seq de Majerczyk et al. (2014b) montrent que la 30HCs-HSL
et/ou la 30HC,o-HSL activent la transcription des génes hmgd, hmgB, hmqC, hmgD et hmgF
chez B. pseudomallei 1026b et suggeérent, en conséquence, que I’expression de 1’opéron
hmgABCDEFG est stimulée via les systémes BpsI2/BpsR2 et/ou BpsI3/BpsR3. Ainsi, la
modulation, en fonction de la densité cellulaire, du systéme Amgq est variable selon les espéces

bactériennes.

1.3.3.6.2. Le systéme Amgq n’affecte p.as la production des AHL

Chez P. aeruginosa, ni la biosynthése des AHL produites via les synthases Lasl et
Rhll, ni P’expression des génes lasl et rhll ne sont sous le contrdle du systéme pgs.
Similairement, Diggle et al. (2006b) ont rapporté qu’une mutation non polaire du géne hmgA,
qu’ils nomment shgA, n’influence pas la production de toutes les AHL retrouvées chez B.
pseudomallei PP844, a savoir la Cg-HSL, la 30Cg-HSL, la 30HCs-HSL, la Cip-HSL, la
30HC;¢-HSL et la 30HC;»-HSL.

1.3.3.7. Lien entre le systéme hmgq et les AHL au sein des membres du complexe Bcc
1.3.3.7.1. B. ambifaria posséde deux systémes de quorum sensing de type LuxI/LuxR

B. ambifaria posséde deux systémes de quorum sensing homologues au systeme

LuxI/LuxR : les systémes Cepl/CepR et Cepl2/CepR2. Le systeme Cepl/CepR est composé
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de la synthase Cepl, qui synthétise principalement de la Cg-HSL, et du régulateur
transcriptionnel CepR modulant I’expression des génes sous le contréle du systéme
Cepl/CepR tels que le géne cepl (Chapalain ef al., 2017, Chapalain et al., 2013, Zhou et al.,
2003) (Fig. 1.52). Le systéme Cepl/CepR intervient dans la régulation de nombreux processus
cellulaires. Citons, par exemple, la morphologie coloniale, la colonisation des plantes, le
développement du biofilm, la biosynthése des sidérophores, I’activité hémolytique ou encore
la production de molécules antifongiques (Chapalain et al., 2017, Chapalain et al., 2013,
Wopperer et al., 2006, Zhou et al., 2003). En outre, des tests d’infection effectués chez
plusieurs organismes modeles de laboratoire ont démontré I’importance du systéme
Cepl/CepR dans la virulence bactérienne (Chapalain et al., 2017, Chapalain et al., 2013,
Wopperer et al., 2006).
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Figure 1.52. Les systémes Cepl/CepR et Cepl2/CepR2 et le systéme hmgq sont interdépendants chez B.
ambifaria HSJ1.
D’aprés Chapalain et al. (2017).
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Le systtme Cepl2/CepR2 est composé de la synthase Cepl2, qui synthétise
essentiellement de la 30HC;(-HSL, et du régulateur transcriptionnel CepR2 modulant
I’expression des genes contrdlés via le systétme Cepl2/CepR2 comme, par exemple, le géne
cepl2 (Chapalain et al., 2017) (Fig. 1.52). Le systéme CepI2/CepR2 régule des processus
cellulaires parmi lesquels figurent des cibles du systéme Cepl/CepR telles que la production
d’enzymes protéolytiques, I’activité cytotoxique ainsi que la virulence bactérienne (Chapalain
et al., 2017). Par ailleurs, Chapalain et al. (2017) ont rapporté que les systémes Cepl/CepR et
CepI2/CepR2 sont hiérarchisés étant donné que le régulateur transcriptionnel CepR active la
transcription du geéne cepl? et la biosynthése de la 30HC;o-HSL (Fig. 1.52). Notons, en
revanche, que 1’expression du géne cepl et la production de la Cg-HSL ne sont pas sous le

contrdle du régulateur transcriptionnel CepR2 (Chapalain et al., 2017).

1.3.3.7.2. Les AHL stimulent la transcription de 1’opéron hmgABCDEFG ainsi que la
production des HMAQ chez B. ambifaria

Chez B. ambifaria HSJ1, le systéme Cepl/CepR active I’expression de 1’opéron
hmgABCDEFG ainsi que la biosynthése des HMAQ (Fig. 1.52). En effet, Chapalain ef al.
(2017) ont démonfré que I’inactivation des génes cepl et cepR se manifeste par une réduction
drastique de 1’expression de P'opéron hmgABCDEFG corrélée a une abolition de la
biosynthése des HMAQ. Par ailleurs, 1’ajout exogéne de Cg-HSL dans des cultures d’un
mutant cepl- permet de restaurer la transcription du géne hmgA ainsi que la production de la
HMAQ-C7:2°, représentant la principaie HMAQ identifiée chez B. ambifaria HSJ1, a des
niveaux comparables a ceux de la souche sauvage (Chapalain et al., 2017). En revanche, le

systéme img n’est pas sous le contréle du systéme Cepl2/CepR2 (Chapalain et al., 2017).

1.3.3.7.3. Le systéme hmq réprime la production des AHL chez B. ambifaria

Vial et al. (2008) ont rapporté que 1’inactivation de I’opéron imgABCDEFG résulte en
une surproduction de la Cs-HSL, tandis que Chapalain et al. (2017) ont démontré que cette
inactivation entraine en définitive une accumulation de toutes les AHL produites via la
synthase Cepl, & savoir la C¢-HSL, la Cg-HSL et la 30HCg-HSL, suggérant que le systéme
hmg inhibe le systéme Cepl/CepR chez B. ambifaria HSJ1 (Fig. 1.52). Le systéme Amg n’a,

cependant, aucun effet sur la transcription du géne cepl (Chapalain et al., 2017). En revanche,
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Chapalain et al. (2017) ont observé que I’inactivation de 1’opéron himgABCDEFG entraine
une surexpression du géne cepl? de méme qu’une éurproduction de la 30OHC;o-HSL et de la
30HC1,-HSL qui sont synthétisées par I’intermédiaire de la synthase Cepl2, suggérant que le
systéme smg réprime également le systéme Cepl2/CepR2 chez B. ambifaria HSJ1 (Fig. 1.52).

1.3.3.8. Le systéme hmgq controle des processus cellulaires potentiellement impliqués

dans les associations hote-pathogéne chez les bactéries du génre Burkholderia

Les analogies structurales entre les HAQ et les HMAQ suggérent que les HMAQ, chez
les espéces bactériennes du genre Burkholderia, exercent des fonctions biologiques
semblables & celles des HAQ spécifiques de P. aeruginosa (Vial et al., 2008). Les HAQ
participent & la pathogénicité de P. aeruginosa indirectement puisqu’elles contrblent
’expression de nombreux génes de virulence par 1’intermédiaire de PqsE et sont impliquées,
notamment, dans le développement du biofilm, dans la mobilité bactérienne ou encore dans la
résistance aux antibiotiques nécessaires a I’établissement des interactions hote-pathogeéne
(Guo et al., 2014, Haussler et al, 2008). D’autre part, les HAQ, via leurs propriétés
immunomodulatrices et leurs effets cytotoxiques envers les cellules eucaryotes, interviennent
directement ‘dans la pathogénicité de P. aeruginosa. Des études phénotypiques réalisées chez
B. pseudomallei PP844 ont permis de déterminer qu’une mutation non polaire du géne hmq4
affecte la morphologie coloniale de méme que I’activité élastolytique (Diggle et al., 2006b)
(Tableau 1.16). Pesci et al. (1999) ont également démontré que la production de 1’élastase
LasB, un important facteur de virulence chez P. aeruginosa, est influencée par le PQS. Ainsi,
les HMAQ, au méme titre que les HAQ, pourraient jouer un rdle dans la pathogénicité chez
les bactéfies appartenant au genre Burkholderia. Notons, cependant, que cette mutation n’a
aucun impact sur la réponse au stress oxydatif, I’activité protéolytique ou encore la
biosyntheése des sidérdphores chez B. pseudomallei PP844 (Diggle et al., 2006b). Diggle et al.
(2007) ont rapporté, en I’occurrence, que le PQS posséde des propriétés chélatrices et
intervient, en conséquence, dans le métabolisme du fer chez P. aeruginosa, ce qui n’est pas le

cas du HHQ.
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Tableau 1.16. Processus cellulaires sous le contréle du systéme hmg.

Processus cellulaire Souche bactérienne Référence

Activité antifongique , B. ambifaria HSJ1 (Vial et al., 2008)
Activité élastolytique B. pseudomallei PP844 (Diggle et al., 2006b)
Biosyﬁthése des sidérophores B. ambifaria HSJ1 (Vial et al., 2008)
Développement du biofilm ) B. pseudomallei K96243 (Butt et al., 2016)
Morphologie coloniale B. pseudomallei PP844 (Diggle et al., 2006b)
Production d’enzymes protéolytiques B. ambifaria HSJ1 (Vial et al., 2008)

Chez B. pseudomallei K96243, Butt et al. (2016) suggérent que le systéme hmg
influence la formation du biofilm (Tableau 1.16). En revanche, la mobilité bactérienne, la
biosynthése des sidérophores, la résistance aux antibiotiques et ’activité protéolytique ne sont
vraisemblablement pas sous le contrble du systéme Amg (Butt et al., 2016). Toutefois, des
études phénotypiques effectuées chez B. ambifaria HSJ1 révéleht qu’une mutation polaire du
gene hmgA affecte la biosynthese des sidérophores, la production d’enzymes protéolytiques
ainsi que l’activité antifongique (Vial et al, 2008) (Tableau 1.16). L’ensemble de ces
considérations suggére donc que les processus cellulaires sous le contréle du systéme

hypothétique Amgq différent selon les espéces bactériennes.
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2. HYPOTHESE ET OBJECTIFS

2.1. Hypothése

L’hypothése est que les multiples systémes de communication intercellulaire qui

coexistent chez B. thailandensis sont organisés en un réseau de régulation hiérarchisé.

2.2. Objectifs
~ 22.1. Objectif général

L’objectif général est de caractériser les mécanismes de régulation des multiples

systémes de communication intercellulaire qui coexistent chez B. thailandensis.

2.2.2. Objectifs spécifiques

Les objectifs spécifiques sont :

@) d’approfondir les mécanismes de régulation des systemes Btall/BtaRl1,
Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3;

(i) de déterminer I’implication des protéines RsaM1 et RsaM2 dans la
modulation des systémes Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3;
(iii) d’élucider les mécanismes de régulation de l’expression de 1’opéron

hmgABCDEFG ainsi que de la biosynthése des HMAQ et de caractériser
fonctionnellement le systéme Amg;

@iv) de préciser la fonction du régulateur transcriptionnel ScmR.
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RESUME

Le génome de la bactérie Burkholderia thailandensis code trois systémes de quorum
sensing de type LuxI/LuxR : les systémes Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3. Les
régulateurs transcriptionnels de type LuxR, BtaR1, BtaR2 et BtaR3, modulent l'expression des
geénes cibles du quorum sensing en association avec diverses N-acyl-L-homosérine lactones
(AHL) comme molécules de signalisation qui sont produites via les synthases de type LuxI,
Btall, Btal2 et BtaI3. Nous avons systématiquement disséqué I’ensemble des systémes de
quorum sensing présents au sein de la souche bactérienne B. thailandensis E264. Nous avons
quantifié la biosyntheése des AHL retrouvées chez cette bactérie, a savoir la N-(octanoyl)-L-
homosérine lactone (Cg-HSL), la N-(3-hydroxy-décanoyl)-L-homosérine lactone (30HC;o-
HSL) et la N-(3-hydroxy-octanoyl)-L-homosérine lactone (30HCs-HSL), par LC-MS/MS
(liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry) chez la souche sauvage et
chez des mutants délétionnels du quorum sensing. Nous 1’avons comparé a ’expression des
geénes btall, btal2 et btal3 en utilisant des rapporteurs transcriptionnels chromosomiques
mini-CTX-lux. Par ailleurs, nous avons mesuré la transcription des génes btaRI, btaR2 et
btaR3 par qRT-PCR (quantitative reverse transcription-PCR). Nous avons observé que la Cg-
HSL, la 30HC;,-HSL et la 30HCs-HSL sont synthétisées différentiellement au cours de la |
croissance bactérienne similairement aux profils d'expression des génes btall, btal? et btal3,
révélant une activation successive des systémes Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3. En
outre, la transcription des génes btaR1, btaR2 et btaR3 est modulée par des AHL spécifiques
et non spécifiques, démontrant que leur régulation dépend non seulement d'eux-mémes mais
implique également les autres systeémes de quorum sensing. Nous en concluons que les trois
systtmes de quorum senmsing de B. thailandensis sont interdépendants, suggérant qu'ils
coopérent de fagcon dynamique et fonctionnent de maniére concertée pour moduler
I'expression des génes cibles du quorum sensing via un réseau de régulation complexe.
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3.1.1. Abstract

The genome of the bacterium Burkholderia thailandensis encodes three complete
LuxI/LuxR-type quorum sensing (QS) systems: Btall/BtaR1 (QS-1), Btal2/BtaR2 (QS-2),
and BtalI3/BtaR3 (QS-3). The LuxR-type transcriptional regulators BtaR1, BtaR2, and BtaR3
modulate the expression of target genes in association with various N-acyl-L-homoserine
lactones (AHLs) as signaling molecules produced by the LuxI-type synthases Btall, Btal2,
and Btal3. We have systematically dissected the complex QS circuitry of B. thailandensis
strain E264. Direct quantification of N-(octanoyl)-L-homoserine lactone (Cg-HSL), N-(3-
hydroxy-decanoyl)-L-homoserine lactone (30HC;o-HSL), and N-(3-hydroxy-octanoyl)-L-
homoserine lactone (30OHCs-HSL), the primary AHLs produced by this bacterium, was
performed by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) in
the wild-type strain and in QS deletion mutants. This was compared to the transcription of
btall, btal2, and btal3 using chromosomal mini-CTX-/ux transcriptional reporters.
Furthermore, the levels of expression ovf btaRl, btaR2, and btaR3 were monitored by
quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR). We observed that Cg-HSL, 30HC;,-HSL,
and 30HC;s-HSL are differentially produced over time during bacterial growth and correlate
with the btall, btal2, and btal3 genes expression profiles, revealing a successive activation of
the corresponding QS systems. Moreover, the transcription of the btaRI, btaR2, and btaR3
genes is modulated by cognate and noncognate AHLs, showing that their regulation depends
on themselves and on other QS systems. We conclude that the three QS systems in B.
thailandensis are interdependent, suggesting that they cooperate dynamically and function in
a concerted manner in modulating the expression of QS target genes through a complex

regulatory network.

3.1.2. Importance

Quorum sensing (QS) is a widespread bacterial communication system coordinating
the expression of specific genes in a cell density-dependent manner and allowing bacteria to
synchronize their activities and to function as multicellular communities. QS plays a crucial
role in bacterial pathogenicity by regulating the expression of a wide spectrum of
virulence/survival factors and is essential to environmental adaptation. The results presented
here demonstrate that the multiple QS systems coexisting in the bacterium Burkholderia

thailandensis, which is considered the avirulent version of the human pathogen Burkholderia
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pseudomallei and thus commonly used as an alternative study model, are hierarchically and
homeostatically organized. We found these QS systems to be finely integrated into a complex
regulatory network, including transcriptional and posttranscriptional interactions, and further
incorporating growth stages and temporal expression. These results provide a unique,
comprehensive illustration of a sophisticated QS network and will contribute to a better
appreciation of the regulatory mechanisms that can be involved in the expression of QS-
controlled genes, in particular those associated with the establishment of host-pathogen

interactions and acclimatization to the environment.

3.1.3. Introduction

Quorum sensing (QS) is a global regulatory mechanism of gene expression depending
on bacterial density (Fuqua et al, 1994). Gram-negative bacteria typically possess
homologues of the LuxI/LuxR system initially characterized in the bioluminescent marine
bacterium Vibrio fischeri (Nealson et al., 1970). The signaling molecules N-acyl-L-
homoserine lactones (AHLS)V produced by the LuxI-type synthases accumulate in the
environment throughout bacterial growth, providing information on cell density. These AHLs
activate the LuxR-type transcriptional regulators that modulate the expression of QS target
genes, which usually contain a lux box sequence in their promoter region. These genes
frequently include a lux/ homologue encoding a LuxI-type synthase generally located in close
vicinity of a luxR homologue that codes for a LuxR-type transcriptional regulator, resulting in

a typical self-inducing loop of AHLs (Fuqua et al., 2002).

Species belonging to the Burkholderia genus generally carry a unique AHL-based QS
system referred to as the Cepl/CepR QS system (Eberl, 2006b, Venturi ef al., 2004). The Cepl
synthase is responsible for the production of N-(octanoyl)-L-homoserine lactone (Cg-HSL),
whereas the CepR transcriptional regulator modulates the expression of QS target genes in
association with Cg-HSL, including the cepl gene (Eberl, 2006b, Venturi et al., 2004).
Additionally, the cepR gene transcription can be autoregulated as well (Lewenza et al., 2001,
Malott et al., 2005, Malott et al., 2007). Multiple QS circuitries were also reported for several
Burkholderia spp., such as the members of the Burkholderia pseudomallei-thailandensis-
mallei (Bptm) group consisting of the nonpathogenic soil saprophyte Burkholderia
thailandensis and the closely related human pathogens Burkholderia pseudomallei and

Burkholderia mallei responsible for melioidosis and glanders, respectively (Majérczyk etal,
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2013a, Ulrich et al., 2004b, Ulrich et al., 2004c, Ulrich ef al., 2004d). QS was reported to be
involved in the regulation of several virulence factors in B. pseudomallei and to be essential to
its pathogenicity (Song et al., 2005, Ulrich et al., 2004b, Valade et al., 2004). B. thailandensis
is considered the avirulent version of B. pseudomallei (Brett et al., 1998), and is thus
commonly used as a surrogate model for the study of B. pseudomallei, which is considered a
potential bioterrorism agent and whose manipulation is consequently restricted to biosafety
level 3 (BSL3) laboratories (Haraga et al., 2008). The members of the Bptm group contain
homologous LuxI/LuxR QS systems that are involved in the biosynthesis of various AHLs
(Chandler et al., 2009, Duerkop et al., 2008, Duerkop et al., 2007, Duerkop et al., 2009,
Gamage et al., 2011, Horton et al., 2013, Majerczyk et al., 2013b). In B. thailandensis, the
LuxI/LuxR QS systems are referred to as the Btall/BtaR1 (QS-1), Btal2/BtaR2 (QS-2), and
Btal3/BtaR3 (QS-3) systems (Majerczyk et al., 2013a). The QS-1, QS-2, and QS-3 systems
are also found in B. pseudomallei, whereas the QS-2 system is absent in B. mallei (Duerkop et
al., 2009, Majerczyk et al., 2014b, Nierman et al., 2004, Ong et al., 2004). These species also
possess additional orphan /uxR homologues, namely, btaR4 (malR) and btaR5 in B.
thailandensis (Biggins et al., 2012, Truong et al., 2015).

The QS-1 system is composed of the btall and btaR1 genes that code for the Btall
synthase and the BtaR1 transcriptional regulator, respectively. Btall is responsible for the
production of Cg-HSL (Chandler et al., 2009), and transcription of btaf] is positively
modulated by BtaR1 (Majerczyk et al., 2014a). The Btal2 synthase and the BtaR2
transcriptional regulator encoded by the bfal2 and btaR2 genes, respectively, constitute the
QS-2 system. BtaR2 directly activates expression of bfal2 involved in both N-(3-hydroxy-
decanoyl)-L-homoserine lactone (30HC;o-HSL) and N-(3-hydroxy-octanoyl)-L-homoserine
lactone (30HCs-HSL) biosynthesis (Duerkop et al., 2009). The QS-3 system comprises the
btal3 gene encoding the Btal3 synthase that also catalyzes the synthesis of 30HCg-HSL
(Chandler et al., 2009), as well as the BtaR3 transcriptional regulator, the product of the
btaR3 gene located next to bral3.

The main goal of this study was to dissect the QS regulatory network of B.
thailandensis E264 to reveal the interactions existing between the QS-1, QS-2, and QS-3 -
systems. Besides verifying previously proposed and established interactions, we uncovered
several interconnections between the QS-1, QS-2, and QS-3 circuits, providing a
comprehensive picture of the complex QS network in B. thailandensis E264. Ultimately, this

study will contribute to a better appreciation of the QS regulatory mechanism of the
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expression of genes in B. thailandensis, and in particular those related to pathogenicity in B.

pseudomallei.

3.1.4. Materials and methods

3.1.4.1. Bacterial strains and culture conditions

The bacterial strains used in this study are listed in Table 3.1. Unless stated otherwise,
all bacteria were cultured at 37°C in tryptic soy broth (TSB; BD Difco, Mississauga, Ontario,
Canada), with shaking (240 rpm) in a TC-7 roller drum (New Brunswick, Canada), or on petri
dishes containing TSB solidified with 1.5% agar. When required, antibiotics were used at the
following concentrations: 15 pg/mL tetracycline (Tc) and 25 ug/mL gentamycin (Gm) for
Escherichia coli DH50, while Tc was used at 200 pg/mL for B. thailandensis E264. All
measurements of optical density at 600 nm (ODgoy) were acquired with a Thermo Fisher

Scientific NanoDrop ND-1000 spectrophotometer.

Table 3.1. Bacterial strains used in this study.

Strains Description Reference
E. coli
x7213 thr-1, leuB6, fhud21, lacY1, ginV44, recAl, Lab collection

AasdA4, A(zhf=2::Tnl0), thi-1,
RP4-2-Tc::Mu [A pir]

DHS5a F-, $80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, Lab collection
deoR, recAl, endA1, hsdR17(tk-, mk+),
phoA, supEA4, \-, thi-1, gyrA96, reldl

ED3328 DH5a (pSLGO3, pJNR2); Tc¥, Gm® This study

B. thailandensis

E264 Wild-type (Brett ef al., 1998)

JBT107 E264 AbtaR1 (Chandler et al., 2009)
JBT108 E264 AbtaR2 (Chandler et al., 2009)
JBT109 E264 AbtaR3 (Chandler et al., 2009)
JBT101 E264 Abtall (Chandler et al., 2009)
JBT102 E264 Abtal2 (Chandler et al., 2009)
JBT103 E264 Abtal3 (Chandler et al., 2009)
JBT112 E264 Abtall Abtal2Abtal3 (Chandler et al., 2009)

112



ED3345
ED3346
ED3347
ED3348
ED3349
ED3350
ED3351
ED3352
ED3353
ED3336
ED3337
ED3338
ED3339
ED3340
ED3341
ED3342
ED3343
ED3344
ED3330
ED3331
ED3332
ED3333
ED3334

ED3335

E264 AbtaR1::btall-lux
E264 AbtaRI::btal2-lux
E264 AbtaRI::btal3-lux
E264 AbtaR2::btall-lux
E264 AbtaR2::btal2-lux
E264 AbtaR2::btal3-lux
E264 AbtaR3::btall-lux
E264 AbtaR3::btal2-lux
E264 AbtaR3::btal3-lux
E264 Abtall::btall-lux
E264 Abtall::btal2-lux
E264 Abtall::btal3-lux
E264 Abtal2::btall-lux
E264 Abtal2::btal2-lux
E264 Abtal2::btal3-lux
E264 Abtal3::btall-lux
E264 Abtal3::btal2-lux
E264 Abtal3::btal3-lux
E264::btall-lux
E264::btal2-lux

E264::btal3-lux .

E264 Abtd[] Abtal2Abtal3::btall-lux
E264 Abtall Abtal2Abtal3::btal2-lux

E264 Abtall Abtal2Abtal3::btal3-lux

This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study

This study

_ This study

This study
This study
This study

This study

3.1.4.2. Construction of plasmids

All plasmids used in this study are described in Table 3.2.
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Table 3.2. Plasmids used in this study.

Plasmids Description Source
mini-CTX-lux Integration vector with promoterless uxCDABE; Tc® (Becher et al., 2000)
pSLGO02 btall promoter inserted in Xhol-BamHI restriction sitesin  This study

mini-CTX-lux; Tk

pSLGO03 btal2 promoter inserted in Xhol-BamHI restriction sites in ~ This study
mini-CTX-lux; Te®

pSLG04 btal3 promoter inserted in Xhol-BamHI restriction sitesin ~ This study
mini-CTX-/ux; Tc®

pJNR2 btaR? inserted in PsfI-Sacl restriction sites in pJN105; Gm® (Duerkop et al., 2009)

Amplification of the promoter regions of btall, btal2, and btal3 was performed from
genomic DNA from B. thailandensis E264 using the appropriate primers (Table 3.3). The
amplified products were digested with the FastDigest restriction enzymes X#aol and BamHI
(Thermo Fisher Scientific) and inserted by T4 DNA ligase (Bio Basic, Inc., Markham, ON,
Canada) within the corresponding restriction sites in the mini-CTX-/ux plasmid (Becher ef al.,
2000), generating the transcriptional reporters pSLG02, pSLGO03, and pSLGO04, respectively.
All primers were from Alpha DNA (Montreal, Quebec, Canada).

Table 3.3. Primers used for PCR.

Genes Oligonucleotides Sequences (5’ to 3’)*

btall PBtallF CGCCTCGAGAACCTGATGGGCATCGAC
PBtal1R CGCGGATCCGTCGCCATGAACGAAAGTT

btal2 PBtal2F CGCCTCGAGATTGGATTGGATTGCCAAAT
PBtal2R CGCGGATCCCTTGACGGTGGAATCCAGTT

btal3 PBtal3F CCGCTCGAGGCGATGGAGAAGCTCAACAC
PBtal3R CGGGATCCTGCGGTTTCGAAGGCTGT

" *Restriction sites designed into the primers are underlined.

3.14.3. Construction of reporter strains

The mini-CTX-btaI] “lux, mini-CTX-btal2-lux, and  mini-CTX-btal3-lux
transcriptional reporters were integrated into the chromosome of B. thailandensis E264 strains
through conjugation with E. coli 7213 followed by selection with Tc. Successful
chromosomal insertion of btall-lux, btal2-lux, and btal3-lux was confirmed by PCR using

appropriate primers.
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3.14.4. LC-MS/MS quantification of AHLSs

The concentrations of AHLs were determined from samples of B. thailandensis E264
cultures obtained at different time points during bacterial growth by liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The samples were prepared and analyzed
as described previously (Chapalain et al, 2017). 5,6,7,8-Tetradeutero-4-hydroxy-2-
heptylquinoline (HHQ-d4) was used as an internal standard. All experiments were performed

in triplicate and conducted at least twice independently.

3.1.4.5. Measurement of the activity of btall-lux, btal2-lux, and btal3-lux reporters

The levels of expression from the promoter regions of btall, btal2, or btal3 were
quantified by measuring the luminescence of B. thailandensis E264 cultures carrying the
corresponding chromosomal mini-CTX-lux transcriptional reporters. Overnight bacterial
cultures were diluted in TSB to an initial ODggg of 0.1 and incubated as described above. The
luminescence was regularly determined from culture samples using a multi-mode microplate
reader (Cytation 3, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) and expressed in relative
light units per optical density of the culture (RLU/ODgy). For experiments with AHL
additions, cultures were supplemented with 10 uM Cs-HSL, 30HC;-HSL, and 30HCs-HSL
(Sigma-Aldrich Co., Oakville, ON, Canada) or not supplemented with AHLs from stocks -
prepared in high-performance liquid chromatography (HPLC)-grade acetonitrile. Acetonitrile
only was added to the controls. All experiments were performed with three biological .

replicates and repeated at least twice.

3.1.4.6. Heterologous E. coli expression system for BtaR2 regulation of bral2

expression

The i’esponse of the btal2 promoter to the BtaR2 transcriptional regulator was
determined using a recombinant E. coli DHSa. strain containing both the chromosomal btal2-
lux transcriptional fusion and the arabinose-inducible expression vector pJN105-bfaR2.
Overnight bacterial cultures of E. coli DH5a were diluted in lysogeny broth (LB; Alpha
Biosciences, Inc., Baltimore, MD, USA), with the appropriate antibiotics and grown in
triplicate at 37°C, with shaking in a TC-7 roller drum. When the cultures reached an ODggg of
0.5, they were supplemented with 10 puM Cg-HSL, 30HCs-HSL, or 30HC;o-HSL.
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Acetonitrile only was added to the controls. The BtaR2 expression vector was induced with
0.2% L-arabinose (wt/vol). The btal2-lux luciferase activity was measured every 30 min

during 10 hrs as described above. All experiments were repeated at least three times.

3.1:.4.77. Quantitative reverse transcription-PCR experiments

Total RNA of B. thailandensis E264 cultures at an ODggo of 4.0 was extracted with the
PureZOL RNA isolation reagent (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) and
treated twice with the TURBO DNA-Free kit (Ambion Life Technologies, Inc., Burlington,
ON, Canada) according to the manufacturer’s instructions. Extractions were done on three
different bacterial cultures. Quality and purify controls were confirmed by agarose gel
electrophoresis and UV spectrophotometric analysis, respectively. ¢cDNA synthesis was
performed using the iScript reverse transcription supermix (Bio-Rad Laboratories), and
amplification was accomplished on a Corbett Life Science Rotor-Gene® 6000 thermal cycler
using the SsoAdvanced universal SYBR green supermix (Bio-Rad Laboratories), according to
the manufacturer's protocol. The reference gene was ndh (Subsin et al., 2007). The ndh gene
displayed a stable expression under the different genetic contexts tested. All primers used for
cDNA amplification are presented in Table 3.4. Differences in gene expression between B.
thailandensis E264 strains were calculated using the 272°°T formula (Livak et al., 2001). A -
threshold of 0.5 was chosen as significant. All experiments were performed in triplicate and

conducted at least twice independently.

Table 3.4. Primers used for qRT-PCR.

Genes Oligonucleotides Sequences (5’ to 3%)

ndh SLG_gRT-PCR _ndh F ACCAGGGCGAATTGATCTC
SLG_gRT-PCR_ndh R GATGACGAGCGTGTCGTATT

btaR1 SLG_gRT-PCR_btaR1_F AGCTCGAACATGATCGTCTG
SLG_gRT-PCR _btaR1_R TGAAGCGTCAGATGGTTGAT

btaR2 SLG_gRT-PCR_btaR2_F GAGAAATTCCGCAACGAGAG
SLG_gRT-PCR_btaR2 R GCCGTCCACTTCAACACAT

btaR3 SLG_gRT-PCR_btaR3_F , CGACTACTTCACCATCGATCC
SLG_gRT-PCR_btaR3_R GCTGATGCCGTTGTCGAG
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3.1.4.8. Data analysis

Unless stated otherwise, data are reported as means + standard deviations (SD).
Statistical analyses were performed with the R software version 3.3.3 (http:/www.R-
project.org/) using one-way analysis of variance (ANOVA). Probability values of less than

0.05 were considered significant.

3.1.5. Results

3.1.5.1. The B. thailandensis QS-1, QS-2, and QS-3 systems are successively activated

B. thailandensis E264 produces 30HC;p-HSL and to lesser extents, Cg-HSL and
30HCs-HSL (Chandler et al., 2009, Duerkop et al., 2009, Majerczyk et al., 2014a), but their
levels at different stages throughout the bacterial growth had never been investigated.
Considering that nonsimultaneous production of AHLs in B. pseudomallei KHW was
suggested (Gamage et al., 2011), we hypothesized that these three AHLs are differentially
produced over the growth phases of B. thailandensis E264. We thus determined the
production profiles of Cg-HSL, 30HC,(p-HSL, and 30HCs-HSL at various time points of the
bacterial growth. LC-MS/MS was used to quantify the concentrations of these AHLs in wild-
type B. thailandensis E264 cultures. We found that the amounts of 30HC,o-HSL increased
rapidly through the early logarithmic growth phase (ODgoo = 3.0) and late exponential growth
phase (ODgy =~ 5.0) but decreased thereafter (Fig. 3.1A). Interestingly, 3OHCg-HSL
concentrations kept increasing throughout bacterial growth to levels similar to the ones of
30HC,,-HSL (Fig. 3.1A). Cs-HSL accumulated only during logarithmic growth and then
remained stable in the stationary growth phase (ODg = 8.0) (Fig. 3.1A).
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Figure 3.1. The QS-1, QS-2, and QS-3 systems are consecutively activated.

(A) Cs-HSL, 30HC,-HSL, and 30HCg-HSL concentrations were measured by LC-MS/MS throughout the
different stages of bacterial growth in cultures of the wild-type E264 strain of B. thailandensis. The values are
means + standard deviations (error bars) for three replicates. (B) The luciferase activity of the chromosomal
btall-lux, btal2-lux, and btal3-lux transcriptional fusions was monitored during the early exponential growth
phase (ODggo = 3.0), late logarithmic growth phase (ODgyy = 5.0), and stationary growth phase (ODgy = 8.0).
The luminescence is expressed in relative light units per optical density of the culture (RLU/ODyg). Values that
are significantly different are indicated by brackets and asteriks as follows: *** P < 0.001; ** P < 0.01; *, P <
0.05. Values that are not significantly different (ns) are also indicated.

To gain additional insights, biosynthesis of AHLs was correlated to the expression of
the btall, btal2, and btal3 genes. The activity of the chromosomal btall-lux, btal2-lux, and
btal3-lux transcriptional reporters was measured during bacterial growth. In agreement with
the AHL production profiles, activation of both btall and btal? was observed from
logarithmic growth (Fig. 3.1B), with bfal2 expression starting earlier than for btall (data not

shown), whereas btal3 was not activated until stationary phase was reached (Fig. 3.1B).
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Collectively, our results point toward a successive activation of the different QS systems in B.

thailandensis E264 throughout the bacterial growth phases.

3.1.5.2. The QS-1, QS-2, and QS-3 systems act in a coordinated way to finely modulate
the synthesis of AHLSs

In order to verify whether the successive activation of the QS-1, QS-2, and QS-3
systems results from interactions between these QS circuits, we determined the kinetics of
production of AHLs in cultures of the AbtaRI, AbtaR2, and AbtaR3 mutants compared to the
wild-type E264 strain of B. thailandensis throughout the bacterial growth phases. We also
measured expression of the‘AHL synthase-coding genes btall, btal2, and btal3 in the same
backgrounds harboring a chromosomal btall-lux, btal2-lux, or btal3-lux transcriptional

fusion.

Btall produces Cg-HSL, and BtaR1 is considered the main regulator of btall
expression (Chandler et al., 2009). Therefore, we were surprised to see increased production
of Cg-HSL in the AbtaRI mutant compafed to the wild-type strain (Fig. 3.2A). This
overproduction was principally detected after the end of the exponential phase. Nevertheless,
transcription of the btall gene was lower in AbtaRI throughout the different stages of
bacterial growth, and it was almost zero in early logarithmic growth (Fig. 3.2B).
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Figure 3.2. C3-HSL production and expression from the b7all promoter in the wild-type and QS mutant
strains of B. thailandensis E264.

(A) The biosynthesis of Cg-HSL was quantified using LC-MS/MS at various times during growth in cultures of
the wild-type strain and of the AbtaR1, AbtaR2, and AbtaR3 mutant strains of B. thailandensis E264. The error
bars represent the standard deviations of the averages for three replicates. (B) The luciferase activity of the
chromosomal btall-lux transcriptional fusion was monitored in cultures of the wild-type and of the AbtaR1I,
AbtaR2, AbtaR3, Abtall, Abtal2, and Abtal3 mutant strains of B. thailandensis E264. The luminescence is
expressed in relative light units per optical density of the culture (RLU/ODy).

Because of these results, it was important to confirm that btall expression is activated
by BtaRl in conjunction with Cg-HSL. We monitored btall expression in response to
exogenous addition of Cg-HSL in the wild-type B. thailandensis strain E264 and its AbtaR1,
Abtall, and Abtall Abtal2Abtal3 mutants. The btall gene exhibited comparable
transcriptional profiles in the absence of BtaR1 or Cg-HSL, supporting the idea that BtaR1/Cg-
HSL does indeed activate btall transcription (Fig. 3.3). Accordingly, adding exogenous Cg-
HSL restored btall transcription in both the Abtall and Abtall Abtal2Abtal3 mutants (Fig.

3.3). While expression of btall was induced in the wild-type strain culture supplemented with
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exogenous Cg-HSL, no difference was noticed for the AbfaRI mutant, confirming that

activation of brall by this AHL involves BtaR1 (Fig. 3.3).
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Figure 3.3. btall activation requires BtaR1 and Cg-HSL.

The luciferase activity of the chromosomal btal/-lux transcriptional fusion was monitored during the exponential
growth phase in cultures of the B. thailandensis E264 wild-type strain and the AbtaRl, Abtall, and
Abtall Abtal?Abtal3 mutant strains. Cultures were supplemented with 10 uM Cg-HSL. Acetonitrile only was
added to the controls. The values represent the means for three replicates. The luminescence is expressed in
relative light units per optical density of the culture (RLU/ODgyy).

To determine whether the QS-1 system is also under BtaR2 and BtaR3 control, we
investigated the effects of these transcriptional regulators on both the production of Cs-HSL
and expression of brall. Interestingly, Cg-HSL concentrations were also increased in the
AbtaR2 mutant, with a matching upregulation of btall expression during logarithmic growth
(Fig. 3.2), revealing that BtaR2 might repress the production of Cs-HSL by modulating the
transcription of btall. While Cg-HSL was also overproduced in the absence of BtaR3 during
stationary phase (Fig. 3.2A), btall transcription was downregulated in the AbtaR3 mutant
(Fig. 3.2B), suggesting that the negative impact of BtaR3 on Cg-HSL biosynthesis does not
result from btall regulation. Altogether, these data indicate that while BtaR1 constitutes the
main regulator of the QS-1 system, Cg-HSL biosynthesis is also directly and indirectly
dependent on both BtaR2 and BtaR3, respectively.

30HC,(-HSL is produced by the Btal2 synthase (Duerkop et al., 2009). While BtaR2
directly activates btal2 expression in response to 30HC;(-HSL and 30HCg-HSL, the latter
being also produced by Btal2 (Duerkop et al., 2009), the direct impact of BtaR2 on the
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production of these two AHLs is still untested. We observed that both 30OHC,;,-HSL
biosynthesis and btal2 expression were almost completely abolished in the AbfaR2 mutant,
confirming that BtaR2 is their main regulator (Fig. 3.4). Despite the absence of BtaR2, we
detected a slight, but consistent and highly reproducible, production of 30HC,,-HSL during
stationary phase (Fig. 3.4A). Accordingly, transcription of btal2 was also slightly augmented
later (Fig. 3.4B). Thus, 30HC;o-HSL biosynthesis and btal2 expression might not be

exclusively under BtaR2 control.
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Figure 3.4. 30HC,-HSL production and expression from the btal2 promoter in the wild-type and QS
mutant strains of B. thailandensis E264.

(A) The biosynthesis of 30HC,,-HSL was quantified using LC-MS/MS at various times during growth in
cultures of the wild-type and of the AbtaR1, AbtaR2, and AbtaR3 mutant strains of B. thailandensis E264. The
error bars represent the standard deviations of the averages for three replicates. (B) The luciferase activity of the
chromosomal btal2-lux transcriptional fusion was monitored in cultures of the wild-type and of the AbtaR1I,
AbtaR2, AbtaR3, Abtall, Abtal2, and Abtal3 mutant strains of B. thailandensis E264. The luminescence is
expressed in relative light units per optical density of the culture (RLU/ODgqy).
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To determine whether BtaR1 and BtaR3 also intervene in the regulation of 30HCo-
HSL production and bfal? transcription, their effects on the QS-2 system were investigated.
Interestingly, 30HC;o-HSL concentrations were strongly increased in the AbfaRI mutant
compared to the wild-type strain from the beginning of logarithmic growth (Fig. 3.4A). The
levels of 30HCo-HSL were also increased in the AbtaR3 mutant backgrqund, but this was
observed only after the end of the exponential phase (Fig. 3.4A). However, in both cases, no
impact on btal? transcription was noticed despite an increase in the amounts of 30HC;o-HSL
(Fig. 3.4B). Collectively, these observations indicate that although BtaR1 and BtaR3
influence the biosynthesis of 30HC;o-HSL, the effects of these transcriptional regulators on
the QS-2 system are indirect.

Btal3 is mainly responsible for 30HCg-HSL biosynthesis (Chandler et al., 2009).
While no discernible difference in 30HCg-HSL concentrations was detected in cultures of the
AbtaR3 mutant compared to cultures of the wild-type strain (Fig. 3.5A), the levels of btal3

transcription were decreased (Fig. 3.5B).
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Figure 3.5. 30HC;3-HSL production and expression from the btal3 promoter in the wild-type and QS
mutant strains of B. thailandensis E264.

(A) The biosynthesis of 30HCg-HSL was quantified using LC-MS/MS at various times during growth in
cultures of the wild-type and of the AbtaR1, AbtaR2, and AbtaR3 mutant strains of B. thailandensis E264. The
error bars represent the standard deviations of the averages for three replicates. (B) The luciferase activity of the
chromosomal btal3-lux transcriptional fusion was monitored in cultures of the wild-type and of the AbtaR1,
AbtaR2, AbtaR3, Abtall, Abtal2, and Abtal3 mutant strains of B. thailandensis E264. The luminescence is
expressed in relative light units per optical density of the culture (RLU/ODy).

To confirm whether transcription of bzal3 is dependent on BtaR3 and on 30HCg-HSL,
btal3 expression was measured in the wild-type strain and in the AbfaR3, Abtal3, and
AbtallAbtal?Abtal3 mutants supplemented with exogenous 30OHCg-HSL or not
supplemented with 30HCg-HSL. We found that bral3 was similarly downregulated in the
AbtaR3 and Abtal3 mutant backgrounds, suggesting that BtaR3 activates bzal3 in response to
30HCs-HSL (Fig. 3.6). Accordingly, btal3 transcription was not affected by the addition of
30HCg-HSL in the AbfaR3 mutant, but it was increased in the wild-type strain culture under
the same conditions, revealing that activation of btal3 by this AHL is linked to BtaR3 (Fig.
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3.6). Unexpectedly, adding exogenous 30OHCg-HSL to the culture of the Abtal3 mutant did
not restore btal3 transcription to wild-type levels (Fig. 3.6). However, we observed that
expression of btal3 was restored in the AHL-defective Abtall Abtal2Abtal3 mutant
supplemented with 30HCgs-HSL, confirming the involvement of this AHL in the activation of
btal3 (Fig. 3.6). Taken together, these data confirm that btal3 is activated by BtaR3/30HCg-
HSL and suggest that expression of this gene is controlled by additional AHLs and/or

alternative LuxR-type transcriptional regulators.
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Figure 3.6. btal3 is activated by BtaR3 and 30HCg-HSL.

The luciferase activity of the chromosomal btal3-lux transcriptional fusion was measured during stationary phase
in cultures of the B. thailandensis wild-type E264 strain and the AbtaR3, Abtal3, and Abtall Abtal2Abtal3
mutant strains. Cultures were supplemented with 10 pM 30HCg-HSL. Acetonitrile only was added to the
controls. The values represent the means for three replicates. The luminescence is expressed in relative light
units per optical density of the culture (RLU/ODy).

To confirm that the QS-3 system is not exclusively modulated by BtaR3, we
investigated the influence of BtaR1 and BtaR2 on 30OHCg-HSL biosynthesis and btal3
expression. As previously noted for Cg-HSL and 30HC;(-HSL (Figs. 3.2A and 3.4A), the
levels of 30HCs-HSL were enhanced in the AbtaR] mutant compared to the wild-type strain
(Fig. 3.5A). While 30HC,-HSL overproduction was observed during the different stages of
bacterial growth (Fig. 3.4A), augmentation of 3OHCg-HSL concentrations occurred
principally in the late exponential phase in the AbfaRI mutant (Fig. 3.5A). Surprisingly,
expression of btal3 was lower, suggesting that the negative regulation of 30HCg-HSL
biosynthesis by BtaR1 is indirect and does not result from bfal3 modulation (Fig. 3.5B).
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Additionally, we observed an increase in 30HCg-HSL levels in the AbfaR2 mutant from late
logarithmic growth (Fig. 3.5A). Nevertheless, no obvious change in expression of bfal3 was
visible, revealing that BtaR2 might not repress 30HCs-HSL biosynthesis directly through
regulation of btal3 transcription as well (Fig. 3.5B). All in all, these findings demonstrate that
the QS-1, QS-2, and QS-3 systems work collectively to regulate production of AHLs.

We also analyzed production of AHLs in the AbtaR4 and AbtaR5 mutants, and no
difference with the wild-type strain production was found under the conditio<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>